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Nuestro grupo de investigación se ha centrado, en los últimos años, en el 
estudio de posibles diferencias moleculares que permitan explicar las distintas 
características clinicopatológicas de los cánceres colorrectales (CRCs) de la vía del 
fenotipo mutador y de la vía supresora. Estas patologías también son conocidas, 
respectivamente, como cánceres con alta inestabilidad en microsatélites 
(MicroSatellite Instability-High, MSI-H) y cánceres de baja o nula inestabilidad en 
microsatélites (MicroSatellite Instability-Low, MSI-L y MicroSatellite Stable, MSS). 
 
A continuación, a modo de introducción al trabajo realizado en esta Tesis 
Doctoral, se resumen los principales resultados obtenidos previamente por nuestro 
grupo, acerca del tema objeto de investigación. 
 
I.I MMP-2 Y MMP-9 
 
Dentro del estudio de diferencias moleculares existentes entre las dos vías 
carcinogénicas, y teniendo en cuenta su diferente grado de agresividad, nuestro grupo 
planteó el estudio de MMP-2 y MMP-9, también denominadas gelatinasas A y B. Se 
trata de dos de las metaloproteasas (Matrix MetalloProteinases, MMPs) más 
destacadas por su implicación en la transformación tumoral, así como en la infiltración 
en vasos sanguíneos y linfáticos, permitiendo la metástasis. Dada su importancia, se 
analizaron los niveles de ambas gelatinasas en los dos tipos tumorales, MSI-H y MSI-
L/MSS.  
 
En principio, ambas metaloproteasas mostraban niveles elevados en las 
muestras tumorales en comparación con sus correspondientes controles no tumorales. 
Lo más reseñable fue el constatar que la MMP-9 mostraba niveles de expresión 
significativamente más elevados en tumores MSI-H frente a tumores MSI-L/MSS. 
Posteriormente, se procedió a analizar la actividad enzimática de estas proteínas, ya 
que las metaloproteasas se secretan como zimógenos que deben ser activados. Los 
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resultados a partir de los correspondientes zimogramas mostraron que la actividad de 
MMP-9 resultó ser significativamente menor en tumores MSI-H en comparación con 
tumores MSI-L/MSS (Morán et al, 2002). La conclusión primera que se extrajo de estos 
datos fue que los tumores con alta inestabilidad en microsatélites expresaban una gran 
cantidad de MMP-9, pero que esa proteína carecía de actividad, al tratarse 
principalmente de la forma proMMP-9, zimógeno de la proteína activa. Este primer 
dato obtenido resultaba lógico, puesto que los tumores MSI-H son menos invasivos 
que los tumores MSI-L/MSS. 
 
I. II MMP-3 
 
MMP-3 o estromelisina-1, ha sido descrita como la enzima responsable de la 
activación de la proMMP-9 en un proceso directo y secuencial (Ogata et al, 1992). La 
hipótesis que se planteó en nuestro grupo, en función de los resultados previos, era 
que la proMMP-9 no era procesada a su forma activa por algún fallo en la síntesis o 
actividad de MMP-3. Por ello, el siguiente paso en esta investigación fue el estudio de 
expresión de MMP-3 por PCR cuantitativa a tiempo real. En efecto, los niveles de 
ARNm para MMP-3 en tumores MSI-H fueron significativamente menores frente a los 
detectados en tumores MSI-L/MSS (Morán et al, 2002), hecho que vendría a explicar la 
menor activación de MMP-9 en tumores con alta inestabilidad en microsatélites. 
 
Por otro lado, el polimorfismo A5/A6 (posición -1171) del promotor de MMP-3 
tiene influencia en la expresión de la proteína y, en consecuencia, en el proceso 
carcinogénico (Hinoda et al, 2002; Biondi et al, 2000; Ye et al, 1996). Así, se secuenció 
el promotor del gen, encontrándose el polimorfismo A5/A6 ya descrito, además de 
otras alteraciones en como la mutación C6/C5 adyacente a A5/A6 en las muestras 
clasificadas como MSI-H. Estas alteraciones eran características del fenotipo mutador. 
Sin embargo, las muestras MSI-L/MSS no mostraron alteración alguna en estas 
secuencias (Morán et al, 2002). 
 
Para confirmar que la presencia de dichas alteraciones en el promotor era la 
causa de un descenso en la expresión de MMP-3, se realizaron una serie de 
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construcciones en las que se asociaba el promotor de MMP-3 y el gen codificante para 
luciferasa. El ensayo se realizó con dos construcciones con el promotor mutado y otra 
con el promotor sin ninguna alteración. En el caso de las construcciones con 
promotores mutados, se eligió uno con un alto grado de mutaciones y el otro con 
menor grado de mutaciones. De esta forma se confirmó que las mutaciones en el 
promotor reducían los niveles de luciferasa al compararse las construcciones con el 
promotor mutado y el no mutado. El tratamiento con TPA (12-O-tetradecanoilforbol-
13-acetato), agente inductor de este promotor, incrementó los niveles de expresión de 
luciferasa en todos los casos, pero en mucha menor medida para los casos de los 
promotores mutados. El tratamiento con dexametasona, agente inhibidor, descendió 
la expresión en las construcciones, más acusadamente en las que tenían el promotor 
sin alteraciones y con bajo grado de mutaciones (Morán et al, 2005). 
 
I. III E-CADHERINA 
 
E-cadherina es otra de las dianas catalíticas de MMP-3 (Noë et al, 2001). La lisis 
de E-cadherina afecta a sus funciones, viéndose especialmente afectada la adhesión. 
Considerando los resultados anteriores en cuanto a la diferente expresión de MMP-3 
en tumores MSI-H y MSI-L/MSS y, por ende, la diferente activación de su diana, la 
MMP-9, se estudió el status de E-cadherina en tumores colorrectales con y sin 
inestabilidad en microsatélites. Una vez más se constató una mayor integridad de esta 
molécula de adhesión en tumores MSI-H frente a tumores MSI-L/MSS (Ortega et al, 
2008).  
 
E-cadherina, para llevar a cabo su función en adhesión celular, mantiene unido 
en su cola citoplasmática un complejo formado por α- y β-catenina, que por último se 
une a los filamentos de actina (Rubinfeld et al, 1995). En los resultados de este trabajo, 
se constató que a raíz del truncamiento de E-cadherina en cánceres de la vía 
supresora, lo cual conduce a la inestabilidad del complejo de cateninas/actina, existía 







En base a los resultados previos de nuestro grupo de investigación, resumidos 
en esta Introducción, en el presente trabajo nos propusimos como OBJETIVOS los que 
se relacionan a continuación: 
 
1. Analizar la expresión génica de las moléculas relacionadas con la vía WNT en 
tumores colorrectales primarios, de naturaleza esporádica, con y sin inestabilidad en 
microsatélites. 
 
2. Estudio de los genes implicados en la vía WNT y con expresión diferencial en 
tumores humanos, con y sin inestabilidad en microsatélites, en líneas celulares 
humanas de cáncer colorrectal. 
 
3. Examen de la expresión génica de moléculas de matriz extracelular y 

















A. CÁNCER COLORRECTAL 
 
El cáncer colorrectal constituye hoy en día uno de los tipos tumorales más 
frecuentes a nivel mundial y en concreto en los países desarrollados. El número de 
muertes por cáncer en España sitúa al cáncer de colon como la segunda causa más 
frecuente en el año 2006, tras el cáncer de pulmón, según datos del Instituto Nacional 
de Estadística y del Centro Nacional de Epidemiología del Instituto de Salud Carlos III. 
Los datos estimados para la Unión Europea en 2006, mostraron que el cáncer 
colorrectal era el tercer tipo tumoral de mayor incidencia, tras los tumores de mama y 
próstata, y el segundo en mortalidad, tras el cáncer de pulmón (Ferlay et al, 2007). Las 
estimaciones en los Estados Unidos para el 2007, emplazan al cáncer colorrectal como 
segunda causa de incidencia y mortalidad respecto al resto de tipos tumorales 
(www.cancer.org). 
 
Los factores de riesgo que se han descrito respecto a los tumores colorrectales 
están relacionados con factores dietéticos, estilo de vida y efectos secundarios a 
intervenciones médicas. Dietéticamente, el bajo consumo de fruta, vegetales y fibra, 
además del consumo de carnes rojas, así como un estilo de vida sedentario, parecen 
ser factores de riesgo, aunque la falta de consistencia de los diferentes estudios impide 
afirmarlo categóricamente (Lin, 2009; Coyle, 2009). Pacientes con enfermedad 
inflamatoria intestinal crónica y con enfermedad de Crohn presentan también un 
mayor riesgo de padecer cáncer de colon (Ekbom et al, 1990, Munkholm et al, 1990). 
Sin embargo la relación entre cáncer colorrectal y la enfermedad de Crohn no ha 
mostrado resultados tan consistentes como la correspondencia entre este tipo de 
tumor y la colitis ulcerosa crónica (Maykel et al. 2006). Por otro lado, se ha relacionado 
el consumo de tabaco con el desarrollo y la promoción del cáncer de colon debido a la 
presencia de nicotina (Wong et al, 2007), así como con un incremento en la mortalidad 
(Colangelo et al, 2004). En concreto, fumadores activos presentan más riesgo de 
hiperplasia de los pólipos que sujetos no fumadores, fumadores ocasionales o ex-





A. 1 CLASIFICACIÓN TUMORIGÉNICA 
 
Los tumores colorrectales se clasificaron según el sistema propuesto por 
primera vez por el Dr. Cuthbert E. Dukes en 1932. Esta clasificación comprendía tres 
agrupaciones, A, B y C, según el tumor estuviese limitado a la pared intestinal, hubiese 
invasión a través de la pared o bien se hubiesen alcanzado los ganglios linfáticos 
regionales. Posteriormente se fueron añadiendo subapartados por Astler y Coller, 
1954, Turnbull en 1967 y Gunderson y Sosin en 1974. Hoy en día se emplea la siguiente 
clasificación: 
 
 A: Tumor limitado a la mucosa. 
 B:  B1       Tumor que invade la muscularis propia.  
            B2       Tumor que atraviesa la muscularis propia y llega a la grasa 
pericólica. 
            B3        Tumor con invasión de órganos cercanos. 
 C:  C1       Tumor B1 con afectación de los nódulos linfáticos. 
            C2       Tumor B2 con afectación de los nódulos linfáticos. 
           C3       Tumor B3 con afectación de los nódulos linfáticos. 
 D:  Tumor con metástasis distantes 
 
Otro sistema de clasificación, muy frecuentemente empleado es el TNM 
(Tumor/Nodes/Metastasis), desarrollado por el American Joint Committee on Cancer: 
 
 T: Según el grado de invasión en la pared intestinal: 
o T0: Sin evidencia de tumor.  
o Tis: Cáncer in situ (tumor presente pero sin invasión).  
o T1: Invasión a través de la muscularis mucosa hacia la 
submucosa. 
o T2: Invasión a través de la submucosa hacia la muscularis propia.  
o T3: Invasión a través de la muscularis propia hacia la subserosa 
pero no hacia otros órganos anexos. 
o T4: Invasión de estructuras cercanas. 
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 N: Grado de infiltración de los nódulos linfáticos: 
o N0: Sin afectación de nódulos linfáticos. 
o N1: De uno a tres nódulos linfáticos afectados.  
o N2: Cuatro o más nódulos linfáticos afectados.  
 M: Grado de metástasis: 
o M0: Sin metástasis.  
o M1: Con metástasis presentes. 
 
Dadas estas características, se clasificarían los tumores colorrectales en cuatro 
estadios (Tabla A): 
 
ESTADIO T N M 
0 Tis N0 M0 
I T1, T2 N0 M0 
II 
T3 N0 M0 
T4 N0 M0 
III 
T1, T2 N1 M0 
T3, T4 N1 M0 
Cualquier T N1 M0 
IV Cualquier T Cualquier N M1 
 
Tabla A. Descripción de los estadios en cáncer colorrectal en función de su clasificación TNM 
(National Cancer Institute). 
 
A. 2 CÁNCER HEREDITARIO Y ESPORÁDICO 
 
A.2.1  CÁNCER HEREDITARIO 
 
Los cánceres colorrectales de tipo hereditario constituyen alrededor de un 10-
15% de los casos, y engloban principalmente a dos tipos de síndromes familiares: FAP 






  FAP es un síndrome autosómico hereditario caracterizado por la 
aparición temprana de numerosos pólipos en el colon, que confieren una mayor 
probabilidad de desarrollar cáncer colorrectal (Groden et al, 1991). La particularidad 
genética es la presencia de mutaciones en un alelo del gen supresor de tumores APC 
(Adenomatous Polyposis Coli) que darían lugar a la reducción de la actividad de la 
correspondiente proteína. Dichas mutaciones son dominantes en cuanto a la 
formación de pólipos, pero recesivas en cuanto a la generación del tumor (Groden et 
al, 1991). Los pacientes con FAP desarrollan de cientos a miles de adenomas en el 
colon durante la segunda o tercera década de su vida (Kinzler and Vogelstein, 1996). Si 
bien la formación de pólipos podría necesitar de la mutación en otro gen, ya que todas 
las células epiteliales del colon del paciente heredan la mutación en APC, pero solo 
unas pocas se convierten en precursoras de pólipos (Groden et al, 1991). La clínica que 
manifiestan los pacientes con este síndrome no es homogénea, a pesar de que todos 
tienen mutaciones hereditarias en APC y en la misma región C-terminal del gen, 
dependiendo el fenotipo de la clase y localización específica de la mutación en dicha 
región (Kinzler and Vogelstein, 1996). La edad media de diagnóstico de cáncer en 
pacientes con FAP no tratado es de 42 años (Kinzler and Vogelstein, 1996). 
 
Los pacientes con FAP que desarrollan cáncer colorrectal presentan otro evento 
que altera el alelo restante de APC (Yeung et al, 2008). Este fenómeno se conoce como 
la teoría de los dos eventos o two hits (Knudson, 2001). Sin embargo, estudios 
recientes hablan de la hipótesis de los three hits o los tres eventos (Segditsas et al, 
2009; Knudson, 2001) en la que las alteraciones en el gen deben producirse en al 
menos tres eventos independientes, atendiendo a la naturaleza triploide (o poliploide) 
de algunas células tumorales, consiguiendo así el grado de inactivación suficiente para 
todas las copias alélicas del gen. También influye en el número de eventos necesarios 
para llegar a la tumorigénesis que las células dispongan de ventaja proliferativa y/o 







Los síndromes hereditarios del tipo HNPCC, anteriormente denominados 
síndrome de Lynch, dan lugar a cáncer colorrectal constituyendo un 3% del total de los 
casos. Sin embargo este dato podría estar estimado a la baja, debido a la dificultad de 
valorar estrictamente el diagnóstico de este tipo de cáncer (Salovaara et al, 2000). Fue 
descrito por primera vez en 1913 por Alfred Warthin. Posteriormente Lynch lo 
caracterizó y le dio nombre. Fue clínicamente definido por los criterios de Amsterdam 
y Bethesda años después (Rodríguez-Bigas, 1997). Se trata de un proceso que se 
hereda de forma autosómica y dominante (Chung and Rustgi, 2003). Poseen 
mutaciones hereditarias en los genes de reparación (MMR, MisMatch Repair) MSH2, 
MLH1, MSH6, PMS2 y PMS1, siendo más frecuentes en MSH2 y MLH1, con un 90% de 
los casos (Söreide et al, 2006). Las mutaciones en MHS6 son menos frecuentes 
(Oliveira et al, 2004) y los casos de PMS1 y PMS2 son raros (Revisado por Pawlik et al, 
2004). Los tumores surgen por inactivación somática del gen que previamente estaba 
mutado en la línea germinal (Mecklin, 2008) ya sea por pérdida de heterozigosidad 
(LOH, Loss Of Heterozigosity), mutaciones somáticas o hipermetilación de promotores 
(Imai et al, 2008). La inactivación de estos genes del MMR provoca que estos pacientes 
cuenten con alteración de las secuencias repetitivas o microsatélites. Este punto se 
desarrollará con más detalle en el apartado (A.2.2.2) en el que se describe la vía del 
fenotipo mutador más adelante. 
 
Al igual que en el caso de pacientes con FAP, la edad media de diagnóstico de 
cáncer entre los casos con HNPCC es de 45 años. La frecuencia de formación de 
adenomas es similar a la de la población normal, pero debido a la alteración de genes 
del MMR, la tasa de mutaciones es del orden de 2 a 3 veces mayor, resultando en una 
acumulación mayor de mutaciones y en una más rápida progresión hacia la malignidad 
(Pawlik et al, 2004; Kinzler and Vogelstein, 1996). Clínicamente se definen dos tipos de 
HNPCC: tipo I, si los tumores se localizan exclusivamente en el colon; o tipo II, si se 




Los pacientes con HNPCC desarrollan adenomas en un número finito que 
pueden pasar a ser malignos en un breve espacio de tiempo como ya se ha señalado, 
en comparación con los FAP cuyos pólipos son más difusos (Chung and Rustgi, 2003). 
Los tumores muestran una histología mucinosa, con infiltración linfocitaria y son poco 
diferenciados, características que comparten con los tumores esporádicos con alta 
inestabilidad en microsatélites (Boland et al, 1998). Son además tumores de tipo 
diploide, en contraposición a los tumores esporádicos (Chung and Rustgi, 2003). Por 
otro lado, los tumores HNPCC presentan algunas de las características de los 
adenomas convencionales, como son la presencia de mutaciones en APC, β-catenina 
(CTNNB1) y/o k-ras. La infiltración linfocitaria y la co-existencia de adenomas son otras 
particularidades de los tumores HNPCC (Jass, 2004). 
 
A.2.2 CÁNCER COLORRECTAL ESPORÁDICO 
 
Constituye el tipo mayoritario de cáncer en cuanto a frecuencia y no cuenta con 
ninguna implicación de origen hereditario en su génesis. En cuanto a las vías 
carcinogénicas principales que puede seguir, serían las conocidas como vía supresora y 
vía del fenotipo mutador. 
 
A.2.2.1 Vía Supresora 
 
La vía supresora se conoce también como CIN (Chromosomal INstability) y fue 
inicialmente descrita por Fearon y Vogelstein en 1990. Se caracteriza por tener 
inestabilidad cromosómica con pérdidas alélicas en los cromosomas 5q, 17p y 18q, 
además de mutaciones en el gen ras, que principalmente actuarían no como 
iniciadoras del tránsito de adenoma a carcinoma, pero sí favoreciendo la proliferación. 
El modelo tumorigénico de Fearon y Vogelstein se estructura a través de un esquema 
secuencial (Figura A). Se inicia con la formación de un adenoma, que gradualmente 
aumenta de tamaño, adquiriendo alteraciones génicas que desembocarían en el 
carcinoma final y en posibles metástasis. Sobre este diseño se observa que lo más 
frecuente es que ocurra primero la pérdida o inactivación del gen APC en el 
cromosoma 5q. De hecho, en el caso del colon, mutaciones en k-ras o p53, que 
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precedan a las de APC, no implican el desarrollo de adenomas en el epitelio, de tal 
manera que se considera a APC un gatekeeper (Kinzler and Vogelstein, 1996). A 
continuación, aparecerían las mutaciones en k-ras (cromosoma 12p), así como las 
pérdidas cromosómicas en 18q (DCC) y 17p (p53) (Fearon and Vogelstein, 1990). En 
este trabajo afirman que en la serie de tumores colorrectales estudiados, más del 90% 
de los carcinomas poseen dos o más de las alteraciones señaladas, aunque otros 
trabajos más recientes (Smith et al, 2002; Lüchtenborg et al, 2005) aseveran que 
encuentran alteraciones simultáneas en APC, k-ras y p53 en menos del 10% de los 
casos, aunque sí coinciden en que la aparición de mutaciones en APC y k-ras puede 
ocurrir de forma codependiente (Lüchtenborg et al, 2005). Estos mismos autores 
proponen la existencia de múltiples y alternativos procesos de tumorigénesis. 
 
 
Figura A. Esquema secuencial de mutaciones para el cáncer colorrectal esporádico según el 
modelo descrito por Fearon y Vogelstein en 1990. 
 
A.2.2.2 Vía del fenotipo mutador 
 
La otra vía principal descrita en la carcinogénesis colorrectal es la vía del 
fenotipo mutador. Esta otra forma de carcinogénesis que tiene como diana los genes 
reparadores del ADN del MisMatch Repair (MMR) System o sistema de reparación de 
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errores. Se trata de un conjunto de genes encargados del reconocimiento y la 
reparación de errores que ocurren durante la replicación del ADN. Este grupo de genes 
repara desapareamientos espontáneos o producidos por desaminación, oxidación o 
metilación de bases que tienen lugar durante la replicación del ADN. El error en el 
apareamiento es reconocido por las proteínas hMSH2, hMSH3 y hMSH6 que forman 
parte del complejo MutS. Éstas a su vez se asocian con hMLH1, hMLH3, hPMS1 y 
hPMS2 (complejo MutL). Así, hMSH2 reconoce el error de la replicación en la hebra 
hija, y forma un heterodímero con hMSH6 o hMSH3, según se trate de 
desapareamientos tipo base-base o bien loops por inserción/deleción; o más de una 
base insertada o delecionada. A continuación, un complejo formado por hMLH1 y 
hPMS2 repara las bases desapareadas junto con la exonucleasa I y la polimerasa δ 
(Palombo et al, 1996; revisado por Chung and Rustgi, 2003, revisado por Christmann et 
al, 2003). El evento más frecuente en la génesis de tumores esporádicos del fenotipo 
mutador es la inactivación de hMLH1 por hipermetilación del promotor (Kane et al, 
1997; Cunningham et al, 1998). 
 
Las secuencias microsatélite son secuencias repetitivas en tándem de uno a 
cinco nucleótidos. Una de las repeticiones más comunes es el dinucleótido (CA)n. 
Cuando un microsatélite tiene variaciones en el número de repeticiones de forma 
estable de persona a persona y es hereditario, se dice que es polimórfico (de la 
Chapelle, 2003). Estas secuencias son propensas a sufrir errores en la replicación dada 
su redundancia en la secuencia nucleotídica. Las mutaciones en los genes de 
reparación del ADN del sistema MMR conducen a un cúmulo de errores en los 
microsatélites. A partir de este hecho, los tumores colorrectales se han venido 
clasificando en función de su estabilidad o inestabilidad en microsatélites. El 
descubrimiento de la inestabilidad en microsatélites estuvo desde un primer momento 
ligado a los tumores HNPCC, puesto que estos tumores se desarrollan por causas 
análogas a los tumores con inestabilidad en microsatélites. 
  
A nivel internacional, a través del panel del National Cancer Institute (Boland et 
al, 1998), se definió el término MSI (MicroSatellite Instability) como aquel más idóneo 
para referirse a tumores con alteraciones en la longitud de los microsatélites. En este 
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mismo trabajo internacional se clasificaron los tumores en función de las mutaciones 
en los siguientes marcadores asignados como panel de referencia para estudiar la 
inestabilidad en microsatélites: dos secuencias de repeticiones mononucleotídicas 
(Bat25 y Bat26) y tres microsatélites con repeticiones dinucleotídicas (D5S346, D2S123 
y D17S25). De esta manera, podemos clasificar a los tumores como: 
 
 MSI-H (MicroSatellite Instability-High): Deben tener mutaciones 
en dos o más marcadores. 
 MSI-L (MicroSatellit Instability-Low): Deben tener mutado uno de 
los marcadores. 
 MSS (MicroSatellite Stable): No deben tener mutaciones en 
ninguno de los marcadores. 
 
En 1995 se detectaron deleciones de una o dos bases en una repetición 
mononucleotídica de (A)10 en el gen del receptor de tipo II del TGF-β (Tumour Growth 
Factor-β) en líneas celulares de cáncer de colon MSI-H (Markowitz et al, 1995). Las 
mutaciones en dicho gen en tumores con inestabilidad en microsatélites es elevada 
(Salovaara et al, 2000). En la conclusión final del trabajo de Markotwitz et al, se 
hipotetizó que las repeticiones nucleotídicas de dicho gen podrían ser diana del 
fenotipo mutador y que este hecho le conferiría una ventaja proliferativa a dichas 
células. Este trabajo fue uno de los primeros en definir al TGFβRII como diana del 
fenotipo mutador. Sobre este hecho se ha investigado describiendo nuevas posibles 
dianas del fenotipo mutador en secuencias codificantes o reguladoras. Así, otros genes 
diana del fenotipo mutador que se han ido describiendo posteriormente son: IGFIIR, 
MSH3, MSH6, BAX, caspasa 5, E2F4, TCF-4, BCL-10, axina, hRAD50. Sin embargo, 
mutaciones en APC, k-ras o TP-53, así como LOH en 5q, 17p y 18q, eventos típicos de la 
vía supresora, son de reducida frecuencia si no ausentes en estos tumores (Revisado 
por Jass et al, 2002; Pawlik et al, 2004).  
 
Al igual que para la vía supresora, se sugirió un modelo de carcinogénesis para 
el caso de MSI. Se podría considerar que una sola alteración de los genes diana no 
confiere capacidad de progresión al tumor, sino que debe ser tomada como parte de 
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un grupo de eventos (Duval et al, 2001). Así, las nuevas dianas que se vayan 
describiendo para MSI-H tendrán su pequeña aportación con su correspondiente 
consecuencia, pero siempre considerándolo como parte de un conjunto total de 
alteraciones. Aún así se podría definir una pequeña guía con las mutaciones más 
frecuentes en la vía del fenotipo mutador (Figura B). 
 
 
Figura B. Modelo de desarrollo de carcinogénesis colorrectal a través de la vía del fenotipo 
mutador (Adaptado de Duval et al, 2001 y Söreide et al, 2006). 
 
Las características clinicopatológicas de los tumores esporádicos MSI-H son su 
localización en colon derecho, histología mucinosa y heterogénea, alta tasa de 
infiltración linfocitaria y escasa diferenciación (Ward et al, 2001; Benatti et al, 2005). 
Por otro lado, los tumores del fenotipo mutador presentan mejor pronóstico que 
tumores sin inestabilidad en microsatélites (Samowitz et al, 2001; Benatti et al, 2005). 
Dada su proximidad genética, los tumores esporádicos del fenotipo mutador 
comparten muchas características con los tumores hereditarios HNPCC. Ambos 
presentan mutaciones en los genes del complejo MMR de reparación del ADN, 
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localización preferente en el colon derecho, histología mucinosa e infiltración 
linfocitaria (Chung and Rustgi, 2003). Sin embargo, existen ciertas diferencias. Los 
cánceres colorrectales HNPCC se dan en sujetos más jóvenes que los tumores 
esporádicos con MSI-H (Jass, 2004). Por otro lado, los tumores esporádicos con MSI-H 
se originan fundamentalmente por hipermetilación del promotor del gen MLH1 (Kane 
et al, 1997; Cunningham et al, 1998), mientras que en el caso de HNPCC dicho gen se 
altera por mutaciones en la línea germinal, donde no suele estar implicada la 
hipermetilación, seguida de un segundo evento. Puede existir un fenotipo “metilador” 
en determinadas familias, pero debe estar diferenciado de los HNPCC (Jass, 2004). Los 
tumores esporádicos con el promotor de MLH1 hipermetilado, presentan una tasa 
menor de mutaciones en k-ras que los tumores HNPCC, cuya frecuencia se asemeja a 
la de tumores estables para microsatélites (Oliveira et al, 2004). Por otro lado, las 
mutaciones en BRAF son más frecuentes en tumores con hMLH1 hipermetilado que en 
tumores MSS/HNPCC (Deng et al, 2004). También se ha encontrado una mayor 
frecuencia de mutaciones en CTNNB1 en tumores esporádicos con inestabilidad en 
microsatélites que en tumores estables. Estos tumores, además, de localizarse en 
colon derecho y ser poco diferenciados, se desarrollan en pacientes de edad avanzada 
y sobre todo en mujeres (Lüchtenborg et al, 2005). En cuanto al tratamiento por 
quimioterapia, los resultados no terminan de ser concluyentes. Se han publicado 
trabajos en los que dicho tratamiento mejora la supervivencia de pacientes afectados 
de tumores sin inestabilidad en microsatélites, pero no supone ventaja alguna para 
pacientes con tumores con inestabilidad (Ribic et al, 2003; Benatti et al, 2005).  
 
La definición del grupo de tumores MSI-L presenta ciertas discordancias en 
cuanto a su existencia real o no. Algunos trabajos exponen claras diferencias en las 
características clínicas, e incluso en la frecuencia de mutaciones en p53 y k-ras entre 
MSI-L y MSI-H, pero no entre MSI-L y MSS (Ward et al, 2001). Otros estudios no 
encuentran diferencias en las características clinicopatológicas ni en las variables 
moleculares entre los tumores MSI-L y los MSS. En dichos análisis se encuentra una 
gran diversidad de presencia de inestabilidad en marcadores en lo que vendrían a ser 
los llamados tumores MSI-L, atribuyendo dicha variabilidad a la evolución específica de 
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cada uno de los tumores. Dichas diferencias en la variación de inestabilidad en 
microsatélites son más del tipo cuantitativo que cualitativo (Halford et al, 2002). 
 
B. VÍA WNT 
 
En 1982 Nusse y Varmus descubrieron el oncogén int-1 que inducía tumores 
mamarios por activación a través de inserción por el virus tumoral MMTV (Mouse 
Mammary Tumour Virus). Este oncogén se vio que era similar al gen wingless (Wg) de 
Drosophila melanogaster, siendo además la estructura del gen int-1 muy similar entre 
mamíferos y moscas (Rijsewijk at al, 1987). Durante ese periodo se identificaron otros 
oncogenes que fueron nombrados int-2 e int-3 que, sin embargo, resultaron 
totalmente independientes entre sí. Posteriormente se descubrió en ratón otra serie 
de genes de los que int-1 era prototipo. Dichos genes codificaban para polipéptidos de 
unos 40 kd supuestamente aptos para ser secretados. Ante la similitud de estos genes 
se denominó a este nuevo grupo de genes Wnt. Por tanto, Wnt proviene de wingless-
type MMTV integration type site (int-1) (Nusse et al, 1991). Los ligandos Wnt entonces 
dieron nombre a la cascada de activación que ellos iniciaban, la vía WNT. Los 
homólogos de los genes Wnt de ratones fueron denominados WNT en humanos. En 
ambos casos se fue dando una numeración correlativa en función de la aparición de 
nuevos componentes de la familia. 
 
B.1 VÍA WNT CANÓNICA 
 
La vía WNT tiene entre sus funciones biológicas el control del desarrollo 
embrionario, induciendo proliferación y diferenciación. Si esta vía tiene algún tipo de 
alteración en su funcionamiento, puede llevar a un crecimiento celular descontrolado y 
a la formación de tumores. De hecho, estudios moleculares indican que alrededor de 
un 90% de los tumores colorrectales desarrollan mutaciones en alguno de los 





B.1.1 Los ligandos: la familia WNT y sus inhibidores 
 
Los ligandos de la vía WNT se denominan genéricamente WNTs. Hasta la 
actualidad se han descrito 19 miembros de la familia en humanos. Estos ligandos son 
glicoproteínas que actúan en las células vecinas. Todos ellos presentan una estructura 
similar además de un peso entre 39 kDa (WNT7a) y 46 kDa (WNT10a). La mayoría de 
ellos comparte el 35% de la secuencia, si bien miembros de la misma serie (WNT3, 
WNT3a) pueden llegar a tener una homología del 58 al 83%. Se sabe que los 
correspondientes ortólogos de los genes humanos en otros organismos vertebrados 
conservan, a su vez, un elevado porcentaje de similitud (Revisado por Miller, 2002). 
Son moléculas hidrófobas y estructuralmente presentan riqueza de residuos cisteína, 
característica que comparten con el oncogén int-1 (Rijsewijk et al, 1987; Fung et al, 
1985). Se postula que dicha composición favorezca la formación de puentes disulfuro 
que puedan ser esenciales para la estructura secundaria de la proteína (Miller, 2002), o 
bien como parte del mecanismo de unión a su correspondiente receptor Frizzled, como 
se verá más adelante. El propio receptor posee un dominio rico en cisteina (CRD, 
Cystein Rich Domain)  el cual podría adoptar una conformación que facilitase la 
interacción con los ligandos WNT (Dann et al, 2001). Estas moléculas poseen además 
residuos palmitoilo asociados a las cisteínas estructurales (Willert et al, 2003; Takada 
et al, 2006). Mientras que algunos autores señalan que el residuo palmitoilo se emplea 
para la interacción con el receptor (Nusse, 2008), otros plantean que esta modificación 
lipídica desempeña un papel en el transporte interno de estas moléculas gracias a 
partículas lipídicas empaquetadas (Takada et al, 2006). Los ligandos WNT suelen estar 
asociados a las membranas celulares y a la matriz extracelular. La modificación lipídica 
que adoptan también podría estar dirigiendo a estas moléculas a determinados 
dominios de la membrana (Nusse, 2008).  
 
La funcionalidad de estos ligandos no está completamente estudiada. Se cree 
que el extremo C-terminal de la proteína podría conferir especificidad de función, 
aunque no de forma exclusiva, pues el extremo N-terminal también se identificó como 
necesario para la interacción con el receptor (Du et al, 1995). Se tiende a clasificar 
estos ligandos en función de los eventos que desencadenan al unirse a los receptores. 
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Así, se incluye a los WNT1, 3a, y 8 como ligandos más reconocidos de la vía canónica 
de WNT, mientras que WNT4, 5 y 11 serían los más destacados como ligandos no 
canónicos (Du et al, 1995). Esta clasificación clásica en función del tipo de efecto que 
provoca el ligando podría no ser tan acertada, pues existen autores que describen a los 
receptores como responsables del tipo de vía activada (Amerongen, 2008). Así, por 
ejemplo, WNT5a, considerado como ligando no canónico, es capaz de activar la 
expresión de luciferasa en ensayos de SuperTOPFlash en presencia de los receptores 
mFz4 y LRP5, pero pierde esta propiedad si es LRP6 el que está presente o no se 
expresa mFz4 (Mikels and Nusse, 2006). 
Los ligandos WNT pueden ser bloqueados por un inhibidor denominado WIF1 
(WNT Inhibitor Factor 1). Estas proteínas hidrosolubles poseen un dominio N-Terminal 
de unos 150 aminoácidos que se conoce como WD (WIF Domain), por el que es capaz 
de unirse a los ligandos WNT reprimiendo su actividad. A continuación poseen cinco 
repeticiones tipo EGF (Epidermal Growth Factor) y un extremo C-terminal de tipo 
hidrofílico (Hsieh et al, 1999). WIF1 posee islas CpG en su promotor (Reguart et al, 
2004) susceptibles de ser metiladas como método de regulación de su expresión. Se ha 
descrito que este gen se encuentra silenciado por hipermetilación en un alto 
porcentaje de tumores gastrointestinales, entre ellos el cáncer colorrectal, y de 
pulmón (Taniguchi et al, 2005; Mazieres et al, 2004). 
 
B.1.2 Los receptores de la vía WNT: procesos de regulación a nivel de membrana 
 
Los primeros receptores analizados para la vía WNT fueron los Frizzled, de los 
cuales se han descrito 10 genes en humanos hasta la fecha. Inicialmente se conocía el 
gen fz (frizzled), descubierto en Drosophila (Vinson et al, 1989). Posteriormente, y 
gracias al empleo de diferentes librerías de ADNc, se han ido ampliando los 
componentes de esta familia en los distintos organismos (Xenopus, Drosophila, rata, 
ratón, humano…). Su estructura posee un péptido señal en el extremo N-terminal. A 
continuación existe un dominio altamente conservado de 120 aminoácidos que 
presenta 10 cisteínas invariables, las cuales pueden formar puentes disulfuro (CRD). La 
secuencia continúa con una región hidrofílica de gran variabilidad que funciona 
separando el extremo C-terminal. Este último fragmento se compone de 220-250 
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aminoácidos distribuidos en siete segmentos hidrofóbicos de unos 20-25 aminoácidos 
cada uno, separados entre sí por regiones hidrofílicas (Wang et al, 1996). Estas 
regiones hidrofóbicas componen los siete fragmentos transmembrana característicos 
de esta familia de receptores. 
 
Se ha catalogado a los receptores Frizzled como receptores acoplados a 
proteínas G o GPCR (G Protein Coupled Receptor) (Fredriksson et al, 2003).  Las 
proteínas G “grandes” se constituyen de un heterotrímero formado por las 
subunidades α, β y γ. La subunidad α permanece anclada al dímero βγ y unida a GDP. 
Cuando el GPCR correspondiente se activa por unión de un ligando, se permite el 
intercambio GDP-GTP en la subunidad α. En este momento se libera la subunidad 
Go(Gαo)-GTP que es la forma activa. En un trabajo realizado en Drosophila se demostró 
que gracias a las señal Wg/Fz se realizaba la conversión Go-GDP a Go-GTP, lo que 
resultó ser un evento esencial para la señalización. De hecho, la sobreexpresión de Go-
GTP favoreció la expresión de las dianas WNT (Katanaev et al, 2005). Por otro lado, la 
depleción de las dos subunidades Gαo y Gαq reduce la señalización WNT a través de 
Fz1, confirmando un papel esencial de las proteínas G en la activación β-catenina-
Lef/TCF. (Liu et al, 2001; Katanaev et al, 2005). Se ha descrito cómo Go es de hecho 
capaz de interaccionar físicamente con axina a través del dominio RGS de la misma. 
Este evento desestabilizaría el complejo de degradación activando la señal WNT 
(Egger-Adam et al, 2009). A su vez, el dímero βγ atraería a Dvl favoreciendo también 
una regulación positiva de la cascada (Egger-Adam et al, 2009). Sin embargo, según 
algunos autores, no se pueden afirmar que Go sea el transductor exclusivo de las señal 
WNT, ya que otros complejos triméricos podrían estar involucrados así como otras 
proteínas no relacionadas con proteínas G (Katanaev et al, 2005). 
 
Las sFRP (secreted Frizzled Related Proteins) son proteínas secretadas, que dada 
su similitud con los receptores de la vía WNT, funcionan como inhibidores al competir 
con los receptores en su unión a los ligandos WNT. Poseen una alta similitud con el 
dominio extracelular de los receptores, o CRD, sin poseer los dominios 




La señal WNT, aparte de los receptores de la familia Frizzled, necesita de otro 
correceptor. Los LRP son LDL (Low Density Lipoprotein) receptor Related Proteins, y en 
vertebrados se han descrito dos, LRP5 y LRP6. Son proteínas con un solo dominio 
transmembrana que poseen repeticiones de receptor LDL y tipo EGF, aunque en orden 
inverso a los LDL. Además, estas proteínas poseen un alto grado de similitud con su 
ortólogo arrow en Drosophila, proteína necesaria para la recepción y transducción de 
la señal wingless en Drosophila. Tanto es así que la no expresión de arrow, aún en 
presencia de dFz2, genera un fenotipo similar al producido por mutantes que no 
expresan wingless (Wehrli et al, 2000). Por extensión, se ha comprobado que los 
LRP5/6 son necesarios a la hora de la activación de la cascada (Pinson et al, 2000; 
Tamai et al, 2004). 
 
El mecanismo por el que los ligandos activan el complejo ternario, formado en 
este caso por WNT, Fz y LRP no está completamente comprendido. Se sabe que LRP6 
posee cinco repeticiones del tipo PPPSP que son necesarias para la función de 
señalización, aunque se ha comprobado que sólo la conservación de uno de esos 
residuos es suficiente para la actividad transcripcional β-catenina-TCF (Tamai et al, 
2004). Dichos residuos son susceptibles de ser fosforilados creando así sitios de unión 
para axina (Tamai at al, 2004; Zeng et al, 2005). Se han encontrado dos sitios de 
fosforilación en los LRP6/5: sitio I (PPPSP) susceptible de fosforilación por GSK3β 
(Glycogen Synthase Kinase β), y el sitio II situado tres aminoácidos más abajo en la 
secuencia del sitio I, y que es un sitio de fosforilación para CKI (Casein kinase I) (Zeng et 
al, 2005). La vinculación de estas dos proteínas quinasas en la regulación positiva de la 
vía constituye un evento destacable ya que, como se verá más adelante, ambas son 
consideradas claros reguladores negativos. Se necesita la presencia del receptor Fz y la 
estimulación WNT para que se produzca la fosforilación de LRP6 (Tamai et al, 2004). 
Algunos autores señalan a CKI como responsable de la fosforilación de LRP6 (Swiatek 
et al, 2006) o incluso CKI (Davidson et al, 2005). Sin embargo, los sitios de 
fosforilación para CKI ejercerían una regulación negativa sobre la vía WNT. Las 
quinasas de receptores asociados a proteínas G, GRK5 y 6 (G protein-coupled Receptor 
Kinases) son otras candidatas a la fosforilación de los residuos PPPSP de LRP6. De 
hecho, se ha demostrado que son capaces de dicha fosforilación y de incrementar la 
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actividad TOPflash luciferasa cuando se expresan en presencia de LRP6 (Chen et al, 
2009). En este mismo trabajo, proponen que GRK5 podría encargarse de la 
fosforilación de LRP6 en primera instancia. Tras este primer paso, axina ya podría ser 
reclutado a la membrana, unirse a LRP6 fosforilado y dejar a GSK3β libre para las 
sucesivas fosforilaciones de LRP6. Por otro lado, la conexión entre el receptor Fz y LRP 
es esencial para la activación de la señalización; incluso una proteína quimérica 
generada a partir de Fz2-arr (Frizzled fusionado a Arrow) permite la señalización aun 
en ausencia de ligandos (Tolwinski et al, 2003). 
 
A nivel de membrana existe otro punto de regulación cuyos integrantes son las 
proteínas Dkk y Kremen. Dkk o Dickkopf es un componente soluble del eje WNT/β-
catenina que actúa como ligando de Kremen, proteína de tipo transmembrana. Tan 
solo Dkk1 ha sido descrita como antagonista de la vía WNT al unirse a su receptor 
Kremen 2. Ambas proteínas forman un heterotrímero con LRP6 que induce la rápida 
endocitosis del último, bloqueando la señal WNT (Mao et al, 2002). Se ha descrito 
cómo Dkk2 es incluso un potenciador de la señal. Si Kremen 2 no está presente en la 
membrana, la interacción LRP6-Dkk2 promueve la señal WNT, pero en presencia de 
Kremen2, Dkk2 ya no es capaz de estimular la vía (Mao and Niehrs, 2003). Así Kremen 
2 sería el elemento regulador fundamental. Sin embargo, Dkk3 no es capaz de inhibir la 
señalización (Rothbächer and Lemaire, 2002).  
 
El siguiente componente esencial en la cascada de activación es Dishevelled 
(DVL o Dsh). Se conocen tres genes DVL en humanos: DVL1, 2 y 3 (Pizzuti et al, 1996; 
Semënov and Snyder, 1997). La evolución que sigue este componente una vez recibida 
la señal WNT por los receptores, no está del todo elucidada. Además, es en este punto 
en el que la vía se diversifica en tres: lo que se viene conociendo como vía canónica, 
vía WNT-Ca2+ y PCP (Planar cell Polarity) (Habas and Dawid, 2005). DVL posee tres 
dominios característicos: dominio N-terminal DIX (DVL y Axina), dominio PDZ 
(Postsynaptic density-95, Discs-large y Zonula ocludens-1) y el dominio C-terminal DEP 




Mientras que parece clara la unión de LRP6 y axina una vez iniciada la señal 
WNT, DVL parece unirse a los receptores de la familia Fz. De hecho DVL podría estar 
implicado en todas las funciones de Fz (He et al, 2004). DVL es capaz de unirse al 
extremo C-terminal del receptor Fz a través de su dominio PDZ (Wong et al, 2003). 
Sabiendo que DVL es capaz de unirse a axina (Li et al, 1999) y a Fz, y que por otro lado 
axina es capaz de unirse a LRP6 fosforilado (Zeng et al, 2008), algunos autores sugieren 
distintos modelos por los que el enfrentamiento de Fz unido a DVL y LRP6 unido a 
axina, dé lugar a la inhibición del complejo de degradación de la proteína efectora de 
la  vía WNT, β-catenina (He et al, 2004). DVL, a su vez, puede sufrir modificaciones 
postransduccionales al ser fosforilado por CK1δ/ε, las cuales parecen tener función 
redundante, siendo dichas fosforilaciones activantes de la vía (Bryja et al, 2007). Para 
la fosforilación de LRP6 se necesita de la presencia de axina. Además, al fosforilarse, 
crea nuevos sitios de unión para axina, lo que constituye un ejemplo de 
retroalimentación positiva, que a su vez induce la polimerización de LRP6 y la 
consiguiente amplificación de la señal WNT (Zeng et al, 2008). 
 
B.1.3 El complejo de degradación de β-catenina 
 
La activación de DVL lleva consigo la desestabilización del complejo de 
degradación de la proteína señal β-catenina. El complejo de degradación está formado 
principalmente por cinco proteínas: axina, APC (Adenomatous polyposis coli), GSK3β 
(Glycoge, Synthase kinase β), CKIα (Casein Kinase 1α) y β-catenina. La función esencial 
de este complejo consiste en regular los niveles citoplasmáticos de β-catenina. Dicha 
proteína se encuentra de forma constitutiva en el citoplasma y, como resultado de su 
fosforilación, queda marcada para su degradación en el proteasoma. 
 
β-Catenina, además de ser la molécula efectora de la señal de activación WNT, 
es una proteína relacionada a su vez con la adhesión celular a través de E-cadherina. 
Como principal característica estructural presenta 12 repeticiones de 42 aminoácidos, 
denominadas repeticiones Arm por su homología con su ortólogo Armadillo en 
Drosophila. Dichas repeticiones forman una serie de bucles en forma de α-hélice 
conectados unos con otros, de forma que se crea entre ellos un corazón hidrófobo 
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(Huber et al, 1997). La zona de repeticiones Arm es el sitio de unión de β-catenina con 
diferentes proteínas como APC, cadherinas y miembros de la familia de cofactores 





Figura C. Estructura de la proteína β-catenina. Las repeticiones Arm constituyen el sitio de 
unión a diferentes proteínas. Los sitios de fosforilación (Ser45, Thr41, Ser37, Ser33) suelen 
estar mutados en tumores (Adaptado Willert and Nusse 1998). 
 
En estado basal, β-catenina es constitutivamente degradada en el citoplasma, 
debido a la fosforilación que sufre y que la marca para su procesamiento en el 
proteasoma. Las proteínas quinasas que participan en este proceso son GSK3β y CKIα. 
El proceso secuencial de fosforilación se inicia por CKIα en la Ser45 de β-catenina, y 
continúa a través de sucesivas fosforilaciones por GSK3β en los residuos Thr41, Ser37 y 
Ser33 en sentido carboxi-amino terminal (Liu et al, 2002; Amit et al, 2002). Las 
mutaciones en Ser45 inhiben las fosforilaciones por GSK3β, así como las mutaciones en 
los siguientes residuos abortan a su vez las mismas (Liu et al, 2002). En su trabajo Amit 
y colaboradores plantean la presencia indispensable de axina, como ya se había 
señalado, y la regulación que ejerce DVL en la fosforilación inicial de β-catenina en 
Ser45. Por otro lado, los trabajos apuntan al exón 3 (códones 29-48) del gen β-catenina 
(CTNNB1) como diana principal de las alteraciones en este gen. La deleción de dicho 
exón es un importante mecanismo de activación oncogénica (Iwao et al, 1998). Se han 
detectado las mutaciones de CTNNB1 en tumores con inestabilidad en microsatélites 
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(Mirabelli-Primdahl et al, 1999, Sparks et al, 1998) pero tampoco es evidente que 
exista asociación a este respecto (Løvig et al, 2002). 
 
Axina se ha descrito como la proteína de anclaje de todo este complejo de 
degradación asociado a β-catenina. Su fosforilación es esencial para su estabilidad, 
siendo GSK3β responsable de dicha fosforilación. DVL estaría relacionado con la 
inhibición de dicha fosforilación, reduciendo por tanto la estabilidad del complejo de 
degradación, tras la activación de la señal por WNT3a (Yamamoto et al, 1999). En 
humanos se conocen dos genes Axina1 y Axina2 o conductina, que a su vez es un gen 
diana de la propia vía WNT. Esta particular diferencia presenta a Axina1 como 
componente constitutivo en el complejo de degradación, ejerciendo un papel de 
regulador negativo de la vía, y a Axina2 como un elemento de expresión inducible con 
un potencial papel inhibidor por retroalimentación (Lustig et al, 2002). Por otro lado, 
axina es capaz de moverse entre el núcleo y el citoplasma gracias a sus secuencias NES 
y NLS (Nuclear Export Signal y Nuclear Localization Signal) pudiendo regular la 
localización celular de β-catenina junto a APC, aunque dados los bajos niveles de axina, 
la acumulación de β-catenina, puede llegar a sobrepasar los límites de regulación de 
axina en este sentido (Cong and Varmus, 2004).  
 
GSK3 posee dos isoformas identificadas en mamíferos, α y β, de 51 y 47 kDa 
respectivamente, cuyos dominios quinasa comparten el 98% de identidad. 
Originalmente se describió GSK3 como regulador negativo de la síntesis de glucógeno, 
de modo que la inhibición de GSK3 lleva a la acumulación de la glucógeno sintasa (GS, 
Glycogen synthase) activa y, por tanto, facilita el paso de UDP-glucosa a glucógeno. De 
hecho, la inhibición de GSK3β parece ser el principal método de regulación de GS 
(Revisado por Forde and Dale, 2007). La fosforilación de la Ser9 de GSK3β inhibe la 
actividad de la enzima. Dicha fosforilación en el extremo N-terminal puede actuar 
como “sustrato” de la propia enzima ejerciendo una autoinhibición. Sin embargo, este 
residuo de serina sólo aparece conservado en metazoos, por lo que podría no resultar 
un mecanismo de regulación esencial (Forde and Dale, 2007). El hecho de que la 
fosforilación en Ser9 sea el evento regulador de GSK3β en la vía WNT no está del todo 
claro. Algunos autores sostienen que dicha fosforilación, que correría a cargo de la 
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serina/treonina quinasa Akt, que inhibe a GSK3β, siempre con la colaboración de DVL 
(Fukumoto et al, 2001). En cambio otros estudios no detectan fosforilación alguna de 
GSK3β en Ser9, aunque sí documentan la inhibición de la enzima tras el 
correspondiente estímulo WNT (Ding et al, 2000; McManus et al, 2005). Existen 
trabajos que describen cómo la serina/treonina fosfatasa PP2A (Protein Phosphatase 
2A) sería capaz de liberar a GSK3β de su inhibición inducida por la estimulación Wg 
(WNT). Este hecho indicaría que sería una fosforilación en serina la que regulase la 
actividad de la quinasa (Cook et al, 1996). Otro de los sitios de regulación descritos 
para GSK3β sería la Tyr216, cuya fosforilación permite que la quinasa permanezca 
activa (Hughes et al, 1993). 
 
CKI es la otra quinasa responsable de la fosforilación de β-catenina. Constituye 
una familia de serina/treonina quinasas monoméricas presentes en células eucariotas. 
En mamíferos se han descrito hasta 7 componentes: α, β, γ1, γ2, γ3, δ y ε, cuyos 
dominios quinasa comparten una identidad de entre un 53 y un 98%. El sitio de 
fosforilación es pS/T-X-X-X-(S/T)*, siendo este último residuo el punto diana de 
fosforilación. A la vista de este esquema, CKI necesitaría de otra quinasa que ejerciese 
una fosforilación previa, pero se ha visto que en ciertos sustratos, como β-catenina, no 
se necesita dicho requisito (Revisado por Price, 2006). Cada una de las isoformas tiene 
diferentes proteínas diana, y por tanto, diferentes efectos. En la vía WNT, destacan 
CKIε como regulador positivo y CKIα como regulador negativo. Sin embargo, existe una 
gran diversidad de trabajos que apuntan observaciones diferentes. Amit et al. (2002), 
sostienen que CKI α, ε y δ son capaces de fosforilar a β-catenina en presencia de axina. 
También se ha descrito como CKIε es capaz de fosforilar a APC en sus repeticiones de 
20 aminoácidos, lo que situaría a CKIε como regulador negativo de la vía (Rubinfeld et 
al, 2001). Por otra parte, está ampliamente descrito como CKIε es capaz de fosforilar a 
DVL, permitiendo con ello la regulación al alza de β-catenina (Hino et al, 2003; Bryja et 
al, 2007c). Recordemos también que CKI α, γ y ε han sido descritas como quinasas 
capaces de fosforilar al correceptor LRP6, favoreciendo así la activación de la 
interacción de LRP6 fosforilado con axina (Zeng et al, 2005; Swiatek et al, 2006; 




APC es una proteína codificada en el cromosoma 5q21-22 con múltiples 
dominios, capaz de interaccionar con moléculas tan diversas como los componentes 
de la vía WNT, microtúbulos, reguladores del citoesqueleto (EB1 y IQGAP1) o Asef1 
(factor intercambiador de nucleótidos de guanina). De todas las funciones que esta 
proteína puede desempeñar, sus interacciones con β-catenina (Rubinfeld et al, 1993) y 
los microtúbulos (Näthke et al, 1996) constituyen elementos esenciales debido a los 
cuales se ha definido la actividad supresora de tumores de esta proteína. Además de 
con β-catenina, APC interacciona y es fosforilado por GSK3β en su región central, lo 
que a su vez permite una mejor unión de APC a β-catenina (Rubinfeld et al, 1996). 
 
El gen de APC (Figura D) se distribuye a lo largo de 15 exones. El exón 9 posee 
un sitio de transcripción alternativo, dando lugar al denominado exón 9A en el que se 
delecionan las bases entre las posiciones 934-1236. En la proteína esto supone la 
pérdida de 101 aminoácidos. La proteína consta de 2844 aminoácidos (311.8 KDa). 
Entre sus múltiples dominios, APC posee un extremo N-terminal que permite la 
oligomerización de la proteína, 13 repeticiones Arm, 3 secuencias de 15 aminoácidos 
(1014-1210) por donde se une a β-catenina (Su et al, 1993), una región central con 7 
repeticiones de 20 aminoácidos que conservan la estructura TPXXXFSXXXSXSXL y, por 
último, el dominio C-terminal o básico por la profusión de argininas y lisinas en esta 
zona. Este último dominio es el de unión a los microtúbulos (Groden et al, 1991; 
Revisado por Polakis 1997). 
 
Dos tercios de las mutaciones descritas para APC afectan al marco de lectura de 
la proteína y el resto son mutaciones puntuales nonsense, pues las mutaciones 
missense son excepcionales. Se ha descrito que la distribución de las mutaciones 
germinales no sigue ninguna tendencia informativa. Sin embargo, las mutaciones 
somáticas tienden a localizarse en la región comprendida entre los aminoácidos 1280-
1500. A esta región se la suele denominar como MRC o Mutation Region Cluster. Las 
mutaciones en esta región conllevan la formación de una proteína con el extremo C-







Figura D. Esquema de la proteína APC. En el extremo N-terminal se localiza su dominio de 
oligomerización. Las tres repeticiones de 15 aminoácidos son el sitio de unión a β-catenina. 
El extremo C-terminal es el que suele aparecer truncado por mutaciones en procesos 
tumorales. 
 
En el complejo de degradación interviene también una fosfatasa cuyo 
hipotético papel sería defosforilar los componentes de dicho complejo. PP2A ha sido 
mencionada en numerosos trabajos como un integrante más, sin embargo su papel 
como regulador positivo o negativo final sobre β-catenina no está claro. Así, PP2A se 
ha descrito como capaz de defosforilar a DVL2 (Yokoyama and Malbon, 2007). La 
subunidad catalítica junto con la subunidad estructural son capaces de unirse a axina, 
siendo dicho complejo capaz de defosforilar a axina y APC, actuando en este caso 
como reguladora positiva al desestabilizarse el complejo de degradación (Ikeda et al, 
2000). La subunidad A, estructural de la enzima, sufre pérdidas de uno de sus alelos en 
el 55% de los casos de tumores de pulmón y colorrectales, calificándose como gen 
supresor de tumores (Wang et al, 1998). 
 
Si toda esta maquinaria funciona adecuadamente, y no existe señal de 
estimulación, β-catenina, una vez fosforilada en los residuos previamente descritos, es 
conducida a su degradación en el proteasoma. Brevemente, las proteínas marcadas 
para su proteolisis llevan ligadas múltiples moléculas de ubiquitina. Para ello se sigue 
un proceso que implica a la enzima E1 activadora de la propia ubiquitina, E2, proteína 
transportadora de ubiquitina que recibe dicha molécula, y E3, que es la ubiquitin-ligasa 
responsable de ligar los residuos ubiquitina a las proteínas susceptibles de ser 
degradadas (Jentsch 1992). Así, una vez fosforilada β-catenina, es ligada a residuos de 
ubiquitina, siempre y cuando haya sido fosforilada en los sitios anteriormente 
descritos. Mutaciones o la falta de alguno de ellos traen como resultado el fracaso de 
la ubiquitinación de la proteína y, por tanto, su posterior degradación (Aberle et al, 
1997). El sitio de reconocimiento de la β-Trcp, proteína del proteasoma, para β-
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catenina, es su dominio de repeticiones WD-40. Por otro lado, β-Trcp también se une a 
Skp-1, otra de las proteínas del complejo de ubiquitinación (Liu et al, 1999). 
 
En caso de que la cascada esté siendo estimulada por alguno de los ligandos 
WNT, se activa DVL y, finalmente, el complejo de degradación de β-catenina se 
desestabilizará. Los niveles de β-catenina irán en aumento acumulándose en 
citoplasma hasta su paso al núcleo donde activará la transcripción de genes diana. El 
transporte de β-catenina entre núcleo y citosol presenta ciertas discrepancias entre los 
distintos trabajos publicados. Para el transporte de proteínas entre núcleo y citosol, se 
emplea un sistema de receptores denominados importinas/exportinas o carioferinas, 
que interaccionan directamente con los complejos proteicos de los poros nucleares 
(NPC, Nuclear Pore Complexes). El sistema clásico de importación de proteínas consiste 
en un dominio rico en aminoácidos de tipo básico que constituye el NLS (Nuclear 
Localization Signal), que se une a las importinas α y β. Por el contrario los NES (Nuclear 
Export Signals) permiten la salida de proteínas. Se trata de un dominio rico en leucinas 
que es capaz de unirse al receptor CRM1 (exportin1/Xpo1) (Revisado Wiechens and 
Fagoto 2001). Sin embargo, β-catenina parece estar al margen de los NES/NLS, siendo 
capaz de entrar y salir del núcleo gracias a sus repetiones Arm 10, 11 y 12, junto con su 
dominio C-terminal a través de los NPC (Koike et al, 2004). En su trabajo Wiechens y 
Fagotto apoyan esta hipótesis; sin embargo apuntan que β-catenina es capaz de salir 
del núcleo gracias a su extremo C-terminal sin necesitad de los últimos cinco dominios 
Arm (Wiechens and Fagotto, 2001). También hay grupos que afirman que β-catenina 
pasa al núcleo sin necesidad de NPC ni gasto alguno de energía (Suh and Gumbiner, 
2003). Ahora bien, si β-catenina es apta para salir del núcleo por sí sola, las razones por 
las que esta proteína pueda acumularse en el núcleo podrían ser por un flujo de 
entrada mayor que de salida o incluso APC mutado podría estar reteniéndola dada su 
capacidad de unión a β-catenina (Eleftheriou et al, 2001). Siguiendo la misma línea, 
otros factores nucleares podrían estar impidiendo su salida, como Xenopus-TCF-3 
(Wiechens and Fagoto, 2001). Puesto que APC puede retener β-catenina en el núcleo, 
se deduce que APC es capaz de pasar al núcleo. Además APC tiene dominios NES en su 
región N-terminal y central. Estos últimos parecen ser críticos en su exportación del 
núcleo y suelen ser los que se pierden cuando APC se trunca. APC usaría el CRM1 para 
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salir del núcleo, transportando a β-catenina. La incubación de LMB (leptomycin-B), 
inhibidor del receptor de exportación nuclear CRM1 sobre líneas celulares, inhibió el 
transporte de APC y con ello β-catenina se acumuló en el núcleo. Por otro lado las 
proteínas truncadas de APC que pierden los NES centrales, retienen cierta capacidad 
de unión a β-catenina, por lo que estaría causando doblemente su acumulación en el 
núcleo (Ki et al, 2006; Rosin-Arbesfeld et al, 2003; Neufeld, 2000). 
 
B.1.4 En el núcleo: activación transcripcional de β-catenina 
 
Una vez que β-catenina alcanza el núcleo puede activar la transcripción génica 
de sus genes diana, cuya lista al completo puede consultarse en http://www-
leland.stanford.edu/~rnusse/WNTwindow.html. Entre los principales genes diana 
destacan ciclina D1, c-MYC y MMP-7 (Matrix Metalloproteinase 7). Sin embargo, β-
catenina no se une directamente a la hebra de ADN, sino que lo hace a través de los 
factores transcripcionales LEF/TCF (Lymphocyte enhancer factor-1/ T-Cell Factor). En 
humanos se conocen cuatro genes de esta familia: Lef1, TCF-1, TCF-3 y TCF-4. Estos 
factores transcripcionales pertenecen a la familia de proteínas HMG (High Mobility 
group), siendo a través de ese dominio por el que se unen a la hebra de ADN. 
(Revisado por Hurlstone and Clevers, 2002). Por sí solos son incapaces de iniciar la 
transcripción así que necesitan de otra proteína auxiliar, β-catenina en este caso. Se 
unen a ella a través de su dominio N-terminal, mientras que β-catenina se une a ellos 
con sus repeticiones tipo Arm, quedando su extremo C-terminal como dominio de 
transactivación (Behrens et al, 1996; Korinek et al, 1997). Primeramente se corroboró 
que los heterodímeros β-catenina/TCF/Lef1 interaccionaban entre sí y se localizaban 
en el núcleo (Behrens et al, 1996), siendo además capaces de incrementar la expresión 
en ensayos realizados con construcciones sintetizadas con dominios que responden a 
β-catenina/TCF (Korinek et al, 1997; Morin et al, 1997). El complejo TCF-4/β-catenina 
elevaba la transcripción de c-MYC, mientras que dominantes negativos para TCF-4, 
disminuían dicha expresión (He et al, 1998). 
 
La regulación de estos factores transcripcionales pasa por otras moléculas. Así, 
se ha descrito que Brg1 (Brahma related gene-1) es un elemento auxiliar de la 
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transactivación génica, capaz de aumentar la actividad β-catenina/TCF, por medio de 
interacción directa entre el dominio N-terminal de β-catenina y Brg-1, que a su vez 
recluta SWI/SNF o Rsc, agentes responsables del remodelado de la cromatina, 
indispensables por tanto para la transcripción génica (Barker et al, 2001). CBP/p300 
son otros dos elementos auxiliares que se unen al extremo carboxi-terminal. Se trata 
de dos proteínas muy similares que se unen a β-catenina incrementando la actividad β-
catenina/TCF (Hecht et al, 2000). 
 
Por otro lado se sabe que los TCF pueden ser inhibidos por medio de 
fosforilación. Se ha descrito que TAK1, quinasa activada por TGF-β, que estimula a NLK 
(Nemo Like Kinase), fosforilando a TCF en presencia de β-catenina. Dicha fosforilación 
impide que el complejo β-catenina/TCF-P se una a las dianas de TCF (Ishitani et al, 
1999). 
 
Una importante familia de represores de TCF/Lef1 son las proteínas 
TLE/Groucho (Transducin-like Enhancer of Split). En humanos se han descrito tres 
genes, TLE1, TLE2 y TLE3. Estructuralmente, la proteína consta de un dominio N-
terminal rico en glutamina, denominado dominio Q. A continuación están los dominios 
GP (glicina-prolina), CcN (CKII site/cdc2 kinase/NLS motiv) y SP (serina-prolina). El 
dominio C-terminal lo constituye el denominado WD40 por contener cuatro 
repeticiones de 40 residuos aminoacídicos muy conservados (Stifani et al, 1992). Se 
cree que su mecanismo de acción consiste en la unión indirecta de TLE al ADN a través 
de algún factor transcripcional. TLE polimeriza en un homotetrámero por su dominio 
WD40, y de esta manera es capaz de reclutar factores modificadores de la cromatina 
como la histona deacetilasa Rpd3, manteniendo silenciada la estructura de la 
cromatina (Chen and Courey, 2000). En cuanto a su relación con β-catenina, se ha visto 
que el dominio Q de TLE1 competiría con ella en su unión a Lef1 (Daniels and Weis, 
2005). 
 
Una vista global de toda la cascada de activación anteriormente descrita puede 






Figura E. Esquema de la vía WNT sin estimulación. Cuando los ligandos WNT no se unen a sus 
receptores correspondientes, el complejo de degradación (Axina, APC, CKI, GSK-β) fosforila a 
β-catenina en los residuos 33, 35, 41 y 47. Esto marca a la proteína señal para su 
ubiquitinación y posterior degradación en el proteasoma. Mientras tanto, en el núcleo, la 






Figura F. Esquema de la vía WNT activada por ligandos WNT. El ligando se une a los 
receptores Fz y LRP-6. Dicha interacción provoca el movimiento hacia la membrana 
plasmática de DVL fosforilado y axina. Por otro lado, GSK3β y CKI fosforilan a LRP-6, lo que 
favorece su unión a axina. El resultado de este sistema es la destrucción del complejo de 
degradación, por lo que β-catenina deja de ser degradada y se acumula en el citoplasma. 
Esto permite su paso al núcleo, donde desplaza a los represores transcripcionales, TLE, y se 
une a los cofactores TCF/LEF, iniciándose la transcripción de los genes diana. En el exterior 
de la célula, se destacan algunos de los elementos de inhibición de la vía más destacados 
como son WIF1, s-FRP y Dkk, ligando de Kremen, que formaría complejo con LRP-6 




B.2 VÍA WNT NO CANÓNICA 
 
En los diferentes estudios que se han llevado a cabo sobre los distintos ligandos 
y receptores Frizzled, se observó que algunas de las combinaciones no daban lugar a la 
estimulación del eje β-catenina/TCF-Lef1. Aquí se hace patente la versatilidad 
correspondiente a las diferentes posibilidades de unión ligando WNT/receptor. De 
hecho, la inyección de ARNm de XWNT5a en embriones de pez cebra (Zebrafish) 
provocó la liberación de los reservorios de calcio intracelular, mientras que XWNT8 no 
produjo tal evento (Slusarski et al, 1997). Éste fue el primer trabajo que mostraba 
evidencias de un segundo tipo de mensajeros que generaban una activación 
independiente de β-catenina. La estimulación con el XWNT5a producía un fenotipo 
parecido al que se genera al sobreexpresar el receptor 5HT1c de serotonina, que 
induce también la liberación de calcio de los reservorios internos de forma 
dependiente de proteínas G. Posteriormente, se demostró que la liberación del calcio 
intracelular venía seguido de la activación de la proteína quinasa C, PKC, que se 
traslocaba a la membrana y de la proteína quinasa II dependiente de calmodulina y 
calcio, CamKII (Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II), ambas dependientes 
también de la proteína G (Sheldahl et al, 1999; Kühl et al, 2000a). A raíz de esta 
diversificación, algunos autores proponen clasificaciones de los receptores en función 
de los eventos posteriores que desencadenan. Así Kühl et al, clasifican a los receptores 
en dos grandes grupos: Rfz2, Mfz3, Mfz4, Mfz6, que activan CamKII y PKC; y Rfz1, 
Mfz7, Mfz8, Hfz5 que activan β-catenina. Este último grupo lo subdividen a su vez en: 
Hfz5, fz8 en ratón y Xenopus, que tras estimulación con XWNT5a inducen ejes 
ectópicos y no promueven la traslocación de DVL a la membrana, si bien no se ha 
descrito la capacidad de activar CamkII y PKC en los casos de Hfz5 y Xfz8; y Rfz1 y Mfz7 
que sí promueven la traslocación de DVL (Kühl et al, 2000b). Otra observación a tener 
en cuenta depende del ligando que actúe. Así los ligandos Wnt1, Wnt3a y Wnt7a se 
consideran de alta capacidad de transformación, Wnt2, Wnt5b y Wnt7b, de capacidad 
transformante media, mientras que Wnt4 y Wnt5a tienen baja capacidad de 




La conclusión evidente que se sacó de esos primeros trabajos es que aparte de 
lo que se conocía como vía WNT o vía WNT canónica, existían otras alternativas, WNT- 
Ca2+ y PCP . La vía WNT- Ca2+ involucra a las proteínas G, caracterizadas por formar 
heterotrímeros. En este caso, los ligandos inducen la activación de la cascada 
inositoltrifosfato (IP3)- Ca
2+. Esto activaría a la fosfatasa calcineurina y en último 
término al factor transcripcional NF-AT, induciendo señales de ventralización. NF-AT 
regularía de forma negativa a la vía WNT canónica, actuando en algún punto entre DVL 
y β-catenina (Saneyoshi et al, 2002). 
 
La vía PCP contribuye a la orientación de las células en el propio plano del 
epitelio y en relación al eje proximal o distal de un órgano. En esta tercera vía 
relacionada con los receptores Frizzled, participan las proteínas Rho y JNK (Jun-N-
Terminal Kinase). El punto de regulación entre la vía WNT canónica y PCP es DVL. Se 
cree que CKI y Nkd (Naked) son las proteínas responsables de actuar regulando a DVL. 
La fosforilación de DVL por CKI favorece la activación de la señal WNT canónica. Naked, 
es otra proteína capaz de unirse a DVL de forma que inhibe la señal clásica pero induce 
la activación de JNK (Yan et al, 2001). También se ha descrito una tercera molécula que 
podría estar intercediendo en la regulación de la activación WNT canónica-PCP a nivel 
de DVL. Se trata de Strabismus (Stbm) y es una proteína transmembrana que actuaría 
activando la señal PCP (Park and Moon, 2001; Revisado por Axelrod, 2002). No 
obstante Stbm se ha visto que puede regular también de forma negativa la vía PCP 
(Klein and Mlodzik, 2005; Mlodzik 2002). Diversina, proteína de la cascada PCP, actúa a 
nivel citoplasmático donde es capaz de inhibir la vía WNT canónica, y en el núcleo, 
donde se une al cofactor trascripcional AF9. Así que Diversina estaría implicada en la 
transcripción génica de PCP (Haribaskar et al, 2009). 
 
La Figura G recoge de forma esquemática las moléculas implicadas en las dos 








Figura G. Esquema de las dos vertientes no canónicas de la vía WNT. A) La estimulación de 
los receptores Fz en la PCP conlleva la activación de las enzimas Rho y JNK. Esta vía regula la 
polarización de las células. B) La vía WNT- Ca2+ actúa a través de proteínas G, liberándose los 
reservorios celulares internos de calcio, activándose en último término la fosfatasa 
calcineurina (Modificado Peifer and McEwen, 2002). 
 
B.2 WNT Y CÁNCER 
 
El año 1982 constituyó el primer hito destacable en el conocimiento de la vía 
WNT y su implicación en cáncer, pues se descubrió el protooncogen Int-1 asociado con 
tumores en la glándula mamaria (Nusse and Varmus 1982). Posteriormente Int-1 daría 
lugar a lo que hoy conocemos como los ligandos WNT. Por otro lado, mutaciones en 
APC fueron encontradas en pacientes con FAP (Nishisho et al, 1991) y en el 85% de los 
pacientes con cáncer colorrectal esporádico (Kinzler and Vogelstein, 1996). De hecho 
se detectaron mutaciones truncantes en APC en ambos tipos de pacientes, aunque una 
sola mutación del gen no es suficiente para el desarrollo de los pólipos y siempre es 
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necesario un segundo evento. APC es a su vez esencial para la vía WNT pues es capaz 
de unirse a β-catenina (Su et al, 1993, Rubinfeld et al, 1993) influyendo en su 
regulación a nivel del complejo de degradación como hemos visto anteriormente. La 
bibliografía apunta que la estabilización de β-catenina es un evento temprano en la 
carcinogénesis (Bienz and Clevers, 2002). De hecho, se tiene constancia desde hace 
tiempo de que la mera introducción de la región central de APC por donde ancla β-
catenina es suficiente para reducir los niveles de esta última (Munemitsu et al, 1995) y 
con ello reducir su potencial transcripcional. La capacidad tumorogénica de APC estaría 
relacionado con su capacidad de regular el complejo β-catenina/ TCF-4 (Korinek et al, 
1997; Morin et al, 1997). En el mismo sentido, líneas celulares de cáncer de colon con 
mutaciones en APC, contienen altos niveles de β-catenina y favorecen la formación del 
complejo β-catenina-TCF (Bienz and Clevers, 2000; Korinek et al, 1997). 
 
β-Catenina es a su vez diana de alteraciones que favorecen la activación de la 
vía WNT. Se han descrito deleciones y mutaciones en el exón 3 del gen (Liu et al, 2002; 
Shimizu et al, 2002; Mirabelli-Primdahl et al, 1999, Iwao et al, 1998; Sparks et al, 1998) 
que permitirían a β-catenina “escapar” del control del complejo de degradación. Se ha 
descrito que los tumores que albergan anomalías en el gen de APC no desarrollan 
mutaciones en β-catenina (CTNNB1) y viceversa (Behrens and Lustig, 2004), si bien las 
mutaciones en APC serían poco frecuentes en cánceres colorrectales esporádicos MSI-
H, siendo sustituidas por mutaciones en CTNNB1 (Sparks et al, 1998). Algunos autores 
(Polakis, 2009) afirman que aunque ciertos trabajos relacionen las mutaciones de β-
catenina con tumores MSI-H, estudios posteriores no lo confirmarían (Løvig et al, 
2002), estando en todo caso asociadas a pacientes con HNPCC. 
 
Axina2 o conductina es un gen que codifica para una de las dos isoformas de 
axina que se expresan en humanos. Sobre este gen se han descrito alteraciones en 
repeticiones mononucleotídicas de su secuencia (Thorstensen et al, 2005). Además se 
ha descrito una hipermetilación del promotor en tumores con alta inestabilidad en 
microsatélites que favorecería el crecimiento celular, siendo un gen relevante en la 




A grandes rasgos, estos serían los principales componentes descritos con 
mutaciones relacionados con la vía WNT en tumores colorrectales. Pero existen otras 
muchas moléculas cuya función es reguladora, sobre las que se han referido 
modificaciones. En cuanto a regulación epigenética, la bibliografía detalla 
silenciamiento de promotores por hipermetilación en SFRP (Suzuki et al, 2004) y en 
DKK (Sato et al, 2007; Aguilera et al, 2006) en tumores colorrectales primarios y líneas 
celulares de cáncer de colon. WIF1 también muestra niveles bajos de expresión por 
hipermetilación del promotor en los mismos casos, evento considerado a su vez como 
temprano en la carcinogénesis (Taniguchi et al, 2005). Estos tres componentes han 
sido clasificados como reguladores negativos de la vía WNT. 
 
Por otro lado se han descrito alteraciones tanto por mutación como por 
pérdida de heterozigosidad en el gen PPP2R1B, que codifica para la subunidad A 
reguladora de la fosfatasa PP2A (Ruediger et al, 2001; Wang et al, 1998). El cofactor 
transcripcional TCF-4 también presenta alteraciones en secuencias repetitivas en 
tumores colorrectales MSI-H y líneas celulares de cáncer de colon (Shimizu et al, 2002; 
Duval et al, 1999). WNT5a puede tener hipermetilación del promotor en tumores 
colorrectales primarios y líneas celulares. Su expresión endógena en líneas celulares, 
redujo el crecimiento clonal, favoreció la degradación de β-catenina y se disminuyó la 
expresión de ciclina D1, diana de la vía WNT (Ying et al, 2008). A su vez, FBXW7, gen 
que codifica para una proteína que ubiquitina c-Myc y ciclina E, presenta baja 
expresión en muestras de tumores colorrectales primarios en comparación con tejido 
normal. Este hecho además se relacionó con características clínicas de peor pronóstico 
(Iwatsuki et al, 2009). 
 
C. E-CADHERINA Y VÍA WNT 
 
E-cadherina, o cadherina epitelial, pertenece a la familia de receptores 
dependientes de calcio relacionados con la adhesión célula-célula, constituyendo uno 
de los más importantes sistemas físicos de adhesión intercelular. La interacción que 
desempeña es de tipo homofílico y depende de su dominio N-terminal para 
determinar su especificidad. Dicho dominio N-terminal constituye el ectodominio de la 
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proteína y posee cinco repeticiones de 110 aminoácidos que comparten propiedades 
con los dominios tipo inmunoglobulina. Posee un solo dominio transmembrana y por 
último un dominio C-terminal citoplasmático, altamente conservado, por donde 
interacciona en último término con los filamentos de actina. La interacción de E-
cadherina con el citoesqueleto es esencial para su función de unión celular. La pérdida 
del dominio citoplasmático aún cuando esté presente el extracelular, perjudica su 
función de adhesión célula-célula (Revisado por Takeichi, 1991). Además de con la 
adhesión celular, esta proteína está relacionada con la transición epitelio-mesénquima 
(EMT). La pérdida de E-cadherina representa un papel importante en este proceso. Se 
sabe que la expresión de represores de E-cadherina se encuentra incrementada en 
células tumorales, y que dicha expresión desciende en caso de que existan mutaciones 
en E-cadherina. Ambas situaciones favorecerían la invasión y metástasis del tumor 
(Laux et al, 2004). 
 
En cuanto a su función en adhesión celular, para la interacción con el 
citoesqueleto de actina, necesita interaccionar con otras proteínas intermedias 
pertenecientes al grupo de las cateninas. Así, E-cadherina se une a β-catenina a través 
del dominio C-terminal de la primera, y de las repeticiones en Arm de la segunda. A 
continuación α-catenina se une a β-catenina por el dominio N-terminal de ésta. α-
Catenina se uniría a continuación con los filamentos de axina (Hülsken et al, 1994; 
Rubinfeld et al, 1995). Sin embargo, β-catenina, con el resto de proteínas implicadas, 
también se une a APC por los mismos dominios con los que interacciona con E-
cadherina. Dichas interacciones son, por lo tanto, mutuamente excluyentes (Rubinfeld 
et al, 1995). En este sistema de adhesión, se ha visto que γ-catenina o plakoglobina es 
capaz de sustituir a β-catenina, e incluso puede ejercer el mismo papel en la unión con 
APC (Hülsken et al, 1994; Rubinfeld et al, 1995). Por otro lado, APC se ha detectado 
que colocaliza con los microtúbulos en los márgenes de membranas no involucradas 
en el contacto célula-célula. Este hecho se ha relacionado con la migración celular. De 
esta manera, APC podría estar compitiendo con E-cadherina por β-catenina, 
reduciendo la disponibilidad de la misma para la adhesión y potenciándose la 
migración celular (Kadowaki et al, 1994; Näthke et al, 1996), siempre que ninguna otra 
catenina pueda suplir su papel.  
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La implicación de β-catenina en la función de adhesión de E-cadherina y la 
función de β-catenina en la vía WNT abre la posibilidad de una regulación de E-
cadherina sobre la actividad de β-catenina. Así, se ha descrito que la pérdida de E-
cadherina, favorece la unión de β-catenina a Lef-1, proteína con la que es capaz de 
formar otro complejo excluyente en relación con E-cadherina. En la línea celular 
humana de cáncer de colon SW480, que no posee E-cadherina endógena, la expresión 
de la misma de forma exógena redujo la presencia de β-catenina nuclear y de su 
actividad transcripcional en un 90% de los casos. Además, cuando se procedía a la 
estimulación de la vía WNT, la inhibición del complejo de degradación y consecuente 
incremento de β-catenina sobrepasaban la capacidad de unión por parte de E-
cadherina (Orsulic et al, 1999). En otro trabajo sobre la misma línea celular, se observó 
una disminución en la tasa de crecimiento celular concomitante a la expresión de E-
cadherina, relacionándose tal evento con la reducción de la señal β-catenina/TCF. Sin 
embargo, la expresión de E-cadherina no redujo los niveles citoplasmáticos ni 
nucleares de β-catenina (Gottardi et al, 2001). Estos autores proponen que solo una 
pequeña fracción de β-catenina, que denominan activa, estaría disponible bien para su 
unión a E-cadherina, bien a TCF. Por otro lado, se ha visto que la ausencia de E-
cadherina, sólo implica un incremento de β-catenina citosólica siempre que vaya 
acompañada de la activación de la señal WNT (Herzig et al, 2007). Sin embargo, en 
este trabajo los autores coinciden en que la expresión de E-cadherina favorece la 
formación del complejo de adhesión y reduce el fenotipo invasivo del modelo celular, 
estabilizando β-catenina en la membrana. Recientemente se ha descrito otro punto 
común de la regulación E-cadherina/β-catenina. El represor transcripcional de E-
cadherina, Snail, es capaz de coactivar los genes diana de la vía WNT en presencia de 
β-catenina, si bien dicha actividad parece ser independiente de la capacidad de 
represión de Snail sobre el promotor de E-cadherina (Stemmer et al, 2008). Por otro 
lado, c-Myc, conocida diana de β-catenina/WNT, actúa como activador transcripcional 






D. METALOPROTEASAS Y MOLÉCULAS DE MATRIZ EXTRACELULAR 
 
D.1 METALOPROTEASAS DE MATRIZ EXTRACELULAR 
 
La matriz extracelular (ECM, ExtraCellular Matrix) constituye una barrera física 
a la invasión celular. El correcto funcionamiento de las vías que regulan su 
morfogénesis, desarrollo, daño tisular y remodelación es esencial para la homeostasis 
de la misma. Sin embargo, cuando se detecta algún tipo de alteración en dicha 
regulación, éstas se relacionan con enfermedades como la artritis, fibrosis… y el 
cáncer.  
 
Las metástasis constituyen una de las principales causas clínicas de muerte en 
pacientes afectados por cáncer. Sin embargo los factores celulares y bioquímicos 
implicados en este proceso no son del todo conocidos, siendo por ello necesario un 
mayor número de estudios en este sentido (Munshi and Stack, 2006). La actividad 
proteolítica desempeña un papel esencial en la ruptura de uniones intercelulares, que 
favorecen así los procesos de invasión y metástasis. De entre el abigarrado panel de 
proteasas capaces de romper moléculas de matriz extracelular y de adhesión, las 
metaloproteasas (MMPs) son las más destacadas. Las metaloproteasas o matrixinas 
son unas enzimas dependientes de zinc de las que se conocen 24 genes codificantes en 
humanos. Se sabe que existe un gen que duplica la codificación para MMP-23, por lo 
que existen 23 enzimas metaloproteasas (Nagase et al, 2006).  
 
Al pertenecer a una familia, poseen una serie de dominios que comparten y por 
los que suelen tener solapamientos en cuanto a la especificidad de sustrato. Las MMPs 
se sintetizan como prepro-enzimas y se secretan como pro-enzimas inactivas en la 
mayoría de los casos. El péptido señal es el que dirige a la enzima a su vía de secreción. 
Por otro lado, el dominio del propéptido se constituye de unos 80 aminoácidos y su 
secuencia suele seguir el patrón PRCG(V/N)PD. Este dominio ocupa el sitio de unión a 
zinc gracias a su residuo de cisteína, lo que supone un impedimento a la accesibilidad 
del centro activo de la enzima (Cystein switch). El dominio catalítico, de unos 170 
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aminoácidos, donde se encuentra el centro de unión a zinc (VAHEXgGHXXGXXH) posee 
tres histidinas que junto al ión zinc coordinan el centro activo. Además de su unión a 
zinc, se unen a dos cationes calcio que favorecen la estabilidad de su actividad 
enzimática. Las enzimas MMP-2 y MMP-9 cuentan con tres repeticiones del dominio 
de unión a fibronectina tipo II que favorecen su interacción con colágenos y gelatinas. 
A continuación existe un dominio “bisagra” o de unión (linker) que sirve como medio 
de asociación al dominio de interacción/especificidad al sustrato o dominio 
hemopexina. Este último dominio, requisito esencial de las colagenasas, cuenta con 
unos 200 residuos aminoacídicos. Las MMPs de membrana contienen a su vez unos 20 
aminoácidos adicionales como dominio transmembrana y una pequeña cola 
citoplasmática (Revisado Zucker and Varcica 2004, Nagase and Woessner, 1999). La 
Figura H muestra un esquema de los dominios proteicos aquí descritos. 
 
Basándose en la presencia o no de los diferentes motivos, las MMPs pueden 
clasificarse en: colagenasas (MMP-1, MMP-13), gelatinasas (MMP-2, MMP-9), 
estromelisinas (MMP-3, MMP-10, MMP-11), matrilisinas (MMP-7, MMP-26), MMP tipo 
transmembrana (MMP-14, -15, -16 y -24), además de otras no clasificadas en un grupo 
en concreto por su versatilidad en cuanto a estructura y localización cromosómica 
(Revisado Nagase et al, 2006). 
 
El conjunto de estas enzimas presenta una actividad basal no muy elevada y sus 
niveles de transcripción están estrictamente regulados positiva y negativamente por 
moléculas como citoquinas, factores de crecimiento como TGFs (Transforming Growth 
Factors) o TNFα (Tumor Necrosis Factor alpha). Incluso las interacciones célula-matriz o 
célula-célula son capaces de modular la transcripción de las MMPs. No hay que olvidar 
que existe otro nivel de regulación en cuanto a su activación enzimática por 
modificación post-transcripcional que requiere la eliminación del propéptido del 









Figura H. Dibujo esquemático de los principales dominios de las MMPs. A continuación de 
cada representación están los nombres de las enzimas que contienen dichos dominios. Como 
se aprecia, la más sencilla en cuanto a estructura es la MMP-7. El resto de las MMPs 
presentan dominios adicionales. Adaptado Nagase and Woessner, 1999. 
 
Especial mención merecen los inhibidores de MMPs específicos de tejido 
(TIMPs, Tissue Inhibitors MMP) de los que se conocen cuatro miembros (TIMP-1, TIMP-
2, TIMP-3 y TIMP-4). La regulación transcripcional de estas proteínas está también a 
cargo de citoquinas y factores de crecimiento que también controlan la expresión de 
las MMPs. Normalmente, la concentración de TIMPs en los tejidos y fluidos 
extracelulares, excede la concentración de las propias MMPs, por lo que limita la 
actuación de las mismas a sitios pericelulares (Zucker and Varcica, 2004). 
 
La estructura de los TIMPs consiste en 184-194 aminoácidos, divididos en los 
extremos N- y C-terminal. Cada dominio contiene tres uniones disulfuro conservadas. 
Además el extremo N-terminal posee la actividad inhibitoria sobre las MMPs. El 
mecanismo de inhibición se basa en que la estructura tridimensional de los TIMPs en 
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forma de cuña, les permite introducirse en la región catalítica de las MMPs. El catión 
Zn2+ es entonces quelado por el residuo carbonilo de la cisteína en posición 1 y el 
residuo amino N-terminal (Gomis-Rüth et al, 1997). 
 
Otro inhibidor endógeno principal es la α2-macroglobulina. Esta proteína se 
encuentra en plasma y forma homotetrámeros. Cada una de las subunidades tiene un 
peso de 180 kDa. Su mecanismo de acción se basa en atrapar a la propia MMP en su 
dominio globulina y, a continuación, tras su interacción con el receptor LRP-1 (Low 
density lipoprotein receptor-Related Protein-1), el complejo sufre endocitosis (Nagase 
et al, 2006, Strickland et al, 1990). 
 
D.1.1 MMPs: Implicación en cáncer 
 
La familia de las MMPs es capaz de degradar todos los componentes de la ECM: 
colágenos, lamininas, fibronectinas, vitronectinas, enactinas, proteoglicanos,… Así, las 
MMPs aparecen implicadas en multitud de procesos fisiológicos y patológicos en los 
que esté involucrada su actividad proteolítica. Se ha descrito por ejemplo que MMP-2 
y MMP-9 actúan tras el infarto de miocardio participando en la remodelación del 
tejido dañado por la isquemia sufrida. Así la inhibición de MMP-2 reduce la ruptura 
cardiaca que suele acontecer tras los infartos de miocardio, mientras que la pérdida de 
MMP-9 reduce la zona infartada y el porcentaje de infiltración de neutrófilos tras la 
reperfusión (Hayashidani et al, 2003; Romanic et al, 2002). Pero las MMPs están 
incluidas en muchos otros procesos fisiológicos como la diferenciación y la apoptosis, y 
patológico como la inflamación, artritis y la metástasis tumoral (inflamación, 
diferenciación, apoptosis,…) destacando entre ellos la metástasis tumoral. 
 
En cáncer colorrectal, han sido muy estudiados diversos miembros de esta 
familia. MMP-1 está implicada en un peor pronóstico al favorecer metástasis 
hematógenas (Sunami et al, 2000). También se ha descrito una significativa mayor 
expresión de MMP-13 en tumores colorrectales de peor pronóstico frente a aquellos 
de mejor pronóstico (Leeman et al, 2002). La expresión de MT1-MMP y MMP-14 es 
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elevada en tumores de colon y se ha descrito como diana de la vía WNT (Takahashi et 
al, 2002).  
 
MMP-2 está relacionada con la invasión tumoral y se ha visto que existe una 
mayor expresión de su tránscrito en el frente invasivo de tumores CRC. En células T, se 
consigue la inducción de MMP-2 y MMP-9 tras su incubación con WNT1 y WNT3a. 
Ambas son dianas de β-catenina y presentan sitios de unión a LEF/TCF (Wu et al, 
2007). Se plantea a MMP-2 como marcador molecular de metástasis hepáticas junto 
con TGFα e IGF-II (Barozzi et al, 2002). 
 
En un trabajo previo de nuestro grupo (Morán et al, 2002), se demostró que la 
expresión de MMP-3 en tumores CRC MSI-L/MSS era mayor que en tumores MSI-H, 
donde además los niveles de MMP-9 activa eran menores, posiblemente debidos a una 
menor síntesis de MMP-3. Por otro lado se ha constatado que el polimorfismo A5/A6 
en la posición -1612 en el promotor de MMP-3 está relacionada con un mayor riesgo 
de desarrollo de pequeños adenomas en pacientes con cáncer colorrectal (Lièvre et al, 
2006). A su vez, el polimorfismo A5/A6 en -1171 guarda una relación significativa con la 
generación de metástasis en ESCC (Esophagueal Squamous Cell Carcinoma) (Zhang et 
al, 2004). 
 
La expresión en tejido normal de MMP-7 o matrilisina parece presentar 
diferencias entre trabajos que sí detectan su expresión en muestras de tejido de 
cáncer de colon y recto (Fang et al, 2009; Luo et al, 2005), frente a aquellos trabajos en 
los que no detectan tal expresión (Kirimlioglu et al, 2006). Sin embargo sí existe 
consenso en cuanto a su presencia en relación con metástasis nodales y distales, 
además de su implicación en el desarrollo y progresión de CRC. De hecho se le 
considera un marcador tumoral de metástasis hepáticas y de peor pronóstico en 
tumores de colon (Fang et al, 2009). MMP-7 aparece sobreexpresado en tejido tumoral 
(Kirimlioglu et al, 2006). Especialmente, se demuestra su mayor presencia en estadios 
avanzados tipo C y D, y en el frente invasivo del tumor (Luo et al, 2005; Ougolkov et al, 
2002; Brabletz et al, 1999). Por tanto MMP-7 está relacionado con invasión y 
metástasis en cáncer de colon, además con una correlación positiva en cuanto a su 
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expresión con β-catenina (Ougolkov et al, 2002). De hecho, es conocido que MMP-7 es 
diana de la vía WNT, puesto que posee secuencias de unión a TCF-4 (Brabletz et al, 
1999) en su promotor, que responden a la presencia de β-catenina. Con todo, existen 
otras moléculas encargadas de dicha regulación como k-ras que podría estar 
ejerciendo un papel sinérgico con la vía WNT (Brabletz et al, 1999).  
 
Por otro lado, MMP-7 tiene como uno de sus sustratos a una de las moléculas 
más destacadas en adhesión, la E-cadherina. La proteolisis de E-cadherina por parte de 
MMP-7, favorece la migración y reorganización de los contactos célula-célula en 
epitelio pulmonar dañado (McGuire et al, 2003). La secreción apical de MMP-7 por 
tejidos intactos va dirigida a dianas específicas, mientras que en la secreción 
basolateral en tejidos afectados, la matrilisina actúa sobre diferentes proteínas 




Se trata de una familia de glicoproteínas transmembrana que actúan como 
receptores mediando interacciones célula-matriz. Se componen de dos subunidades, 
una α y una β que transducen la señal que reciben como receptor. Se conocen un total 
de 18 subunidades α y 8 subunidades β que se combinan hasta formar un total de 24 
moléculas de adhesión celular (CAM, Cell Adhesión Molecule) (Paschos et al, 2009; 
Yilmaz and Christofori, 2009; Wipff and Hinz, 2008). En 12 de esas CAM se ha 
detectado la presencia de la subunidad β1 (Paschos et al, 2009). 
 
  Los heterodímeros de integrinas pueden conducir distinto tipo de señal 
en función de que el ligando se una a ellas cuando están de forma aislada o si están 
formando pequeños agregados, situación por la cual se inician respuestas mediadas 
por la activación de eventos a través de tirosina quinasas. Además se trata de 
receptores de membrana que transmiten señales bidireccionalmente, esto es, de fuera 
hacia el interior celular y viceversa (Paschos et al, 2009). Por otro lado ejercen 
funciones de adhesión de forma mecánica y son capaces de regular el movimiento 
celular y su direccionalidad (Jiang et al, 2009; Yilmaz and Christofori, 2009). De este 
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modo, las integrinas contribuyen a la formación de estructuras adhesivas mediante las 
cuales la célula es capaz de unirse a un sustrato inferior, hecho que permite que la F-
actina, forma activa de esta proteína, se contraiga y genere la suficiente tensión para 
que la célula avance. Durante este proceso de migración celular, las integrinas sufren 
el mismo proceso de endocitosis/exocitosis que experimentan las cadherinas. Así las 
integrinas controlan numerosos eventos celulares como la organización del 
citoesqueleto de actina en sitios de adhesión a la matriz extracelular, dirigen la 
señalización de moléculas de la familia de pequeñas GTPasas (Rho family), regulan el 
recambio y remodelación de complejos de adhesión activando FAK (Focal Adhesion 
Kinase) y la tirosín quinasa Src, regulan señales de crecimiento, división, diferenciación 
y adhesión celular, etc. La regulación de la familia Rho por parte de las integrinas lleva 
implícita la regulación de otras quinasas como ERK (Extracelular signal Regulated 
Kinase), PAK  (p21-Activated Kinase) y JNK (c-Jun NH2-terminal Kinase), enzimas 
implicadas en la regulación de expresión génica y ciclo celular. Estas moléculas a su vez 
fosforilan y regulan complejos de adhesión. (Revisado por Munshi and Stack 2006; 
Martin et al, 2002). A parte de FAK y Src como dianas directas de las integrinas, se 
encuentran otras moléculas como GSK3β y PI3K o AKT (Yilmaz and Christofori, 2009). 
Los efectores de éstas son las quinasas activadas por mitógenos (MAPK), factor de 
necrosis tumoral (NFκB) y β-catenina. Todas ellas moléculas de sobrado implicación en 
relación a procesos de proliferación, supervivencia, migración e invasión. 
 
Como ya se había señalado anteriormente, las integrinas son capaces de 
regular la expresión y activación de diversas MMPs. Así, por ejemplo, el heterodímero 
αvβ6 induce la secreción de MMP-9 (Yang et al, 2008). De hecho, en este trabajo se 
relaciona la expresión de la integrina αvβ6 con metástasis hepáticas en cáncer 
colorrectal y afirma que su expresión favorece a su vez, la supervivencia en el hígado 
de células provenientes del colon. Se considera que cuanto mayor es la expresión de 
αvβ6 en el tumor primario, mayor es la posibilidad de metástasis hepáticas. αvβ6 
también induce la activación de MMP-3, mediante MAPK (Mitogen Activated Protein 
Kinase) (Ramos et al, 2009). La integrina αvβ6 es capaz de regular a su vez la 
proliferación celular. La incubación de anticuerpos contra αvβ6 en las células de cáncer 
de colon HT29, provoca la activación de las caspasas 3 y 9, junto con la liberación de 
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citocromo C de la mitocondria al citosol (Zhao-yang et al, 2008). Así la pérdida de 
función de αvβ6 aumenta el porcentaje de células apoptóticas. Se conoce también que 
la subunidad β6 se une, por su dominio citoplasmático a ERK, potenciando el 
crecimiento tumoral (Ahmed et al, 2002). La misma subunidad β6 inhibe el fenotipo 
epitelial, induciendo la expresión de vimentina, proteína relacionada con la transición 
epitelio-mesénquima (EMT, Ephithelial-Mesenchymal Transition), y la disminución de 
expresión de E-cadherina con la consecuente reducción de las uniones célula-célula 
(Ramos et al, 2009). Otro ejemplo de pérdida de adhesión relacionado con las 
integrinas lo ocasiona el complejo α2β1/ pro-MMP-1/ colágeno tipo I detectado en 
queratinocitos. Este complejo produce proteólisis en puntos concretos de las uniones 
célula-matriz, como claro paradigma de la posibilidad de proteólisis dirigida (Dumin et 
al, 2001). Este hecho podría explicar la capacidad de migración de los queratinocitos. 
Koenig et al, demuestran otra implicación de integrinas β1 en relación con adhesión, 
aunque en esta ocasión referido a E-cadherina. Observan una reducción del complejo 
E-cadherina/ β-catenina en su cultivo de células tumorales pancreáticas cuando éstas 
se cultivan en presencia de colágeno tipo I. Este hecho se relacionó con una mayor 
activación de FAK, que fosforilaba a E-cadherina interrumpiendo su unión a β-catenina, 
y con ello el complejo de adhesión. Como la integrina β1 es capaz de activar FAK, 
comprobaron que si se impedía la interacción colágeno tipo I/ β1, se prevenía la 
fosforilación de E-cadherina por parte de FAK. A su vez, detectaron una mayor 
actividad del reporter TOPflash como consecuencia de una mayor presencia de β-
catenina en el núcleo tras la incubación de dichas células en presencia de colágeno 
tipo I (Koenig et al, 2006). 
 
En células de colon de tejido normal, se expresan las integrinas α2, α6 y β1. Si 
bien las integrinas α2 y β1, presentan cierta variabilidad en cuanto a su expresión en 
adenomas y carcinomas, encontrándose una relación significativa entre la pérdida de 
α2 con tumores de estadios Dukes C y D (Koretz et al, 1991). También se ha detectado 
mayor expresión de α5 en líneas celulares de cáncer de colon con mayor capacidad 
tumorogénica, si bien esta característica parece venir dada en función de la molécula 
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1. MUESTRAS TISULARES 
  
La mayor parte de este trabajo se ha realizado empleando muestras tisulares 
de pacientes cedidas por el Banco de Tumores del Hospital Clínico San Carlos de 
Madrid. Dichas muestras fueron obtenidas, previo consentimiento informado, a partir 
de pacientes diagnosticados de cáncer colorrectal (CCR) y sometidos a cirugía en el 
servicio de Cirugía II de  dicho Hospital. La muestra poblacional se completó con otra 
serie de tumores donados por el Hospital Vall d’Hebrón de Barcelona, gracias al Dr. 
Ramón y Cajal. Se dispuso en total de 44 muestras tumorales de CCR primarios y de 
naturaleza esporádica. En el caso de las muestras procedentes del Hospital Clínico San 
Carlos, se obtuvo también la correspondiente muestra no tumoral, tomada al menos a 
una distancia de 10 cm de la zona considerada tumoral, además del historial clínico del 
paciente en cuestión. En el caso de las muestras cedidas por el Hospital Vall d’Hebrón, 
tan solo se contó con la disponibilidad de la muestra tumoral, sin posibilidad de 
acceder al historial clínico ni a su correspondiente muestra no tumoral. 
 
Las muestras procedentes del Hospital Clínico San Carlos fueron analizadas por 
dos anatomopatólogos independientes. El criterio de selección seguido fue el de 
aceptar aquellas muestras que contasen con al menos un 80 % de tejido tumoral y 
menos de un 10% de tejido necrosado. Para dicho estudio, se emplearon cortes de 5 
μm de grosor de los correspondientes tumores, teñidos con hematoxilina-eosina. Los 
cortes se realizaron con un criostato en el Servicio de Inmunología del propio Hospital. 
 
La clasificación de los pacientes se realizó en función del estadio de Dukes, 
modificada por Gunderson & Sosin en 1978. Por otro lado, se incluyó la clasificación 
TNM (Tumour, Node and Metastasis) del American Joint Committee on Cancer (AJCC). 
El conjunto de las muestras se clasificó en función de la estabilidad (MSS/MSI-L) o 
inestabilidad (MSI-H) en microsatélites. Se recogieron, además, datos de presencia de 
metástasis, intervalo de supervivencia de los pacientes y recidiva tumoral.  
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2. EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN DE ARN Y ADN 
 
2.1 EXTRACCIÓN DE ARN 
 
Las muestras tisulares estaban embebidas en Tissue Teck. Sobre dichas 
preparaciones se realizaron cortes de 20 μm con el criostato y se almacenaron a -80ºC 
hasta su posterior extracción. 
 
El método empleado para la extracción fue un protocolo mejorado del método 
inicial desarrollado por Chomczynski y Sacchi en 1987. El agente usado para la 
extracción fue el TRIzol®. Se trata de un reactivo monofásico a base de fenol e 
isotiocianato de guanidina que mantiene la integridad del ARN mientras se rompen las 
células y se disuelven el resto de componentes celulares. 
 
Se añadió 1 mL de TRIzol a cada una de las muestras, homogeneizando bien la 
mezcla con una punta de pipeta primero y con una aguja después. Posteriormente se 
dejaron los tubos cinco minutos a temperatura ambiente y, a continuación, se 
añadieron 200 μL de una mezcla de cloroformo:isoamílico (24:1) agitando 
vigorosamente. Tras tres minutos de reposo se centrifugaron las muestras en frío y a 
máxima velocidad durante quince minutos. Esto permitió separar la fase acuosa, en la 
que permanece el ARN, de la orgánica. Se reservó, por tanto, la fase acuosa y se 
añadieron 500 μL de isopropanol; se mezcló bien, y se dejó el ARN precipitando toda la 
noche a 4 ºC. Los siguientes pasos consistieron en una centrifugación a 4 ºC de treinta 
minutos a la máxima velocidad, que precipitó un pellet de ARN. Este pellet se lavó 
posteriormente dos veces con etanol al 75 %. Por último se dejó secar el pellet a 
temperatura ambiente y se resuspendió en 50 μL de agua libre de ARNasas.  
 
La valoración espectrofotométrica del ARN se realizó en cubetas de cuarzo a 
260 y 280 nm y las muestras se diluyeron 1:100 para su valoración (100 μL de volumen 
total). Se descartaron aquellas muestras en las que se detectó presencia de proteínas, 
según su ratio de las absorbancias 260/280 que debe estar entre 1,8 y 2. La integridad 
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del ARN se comprobó mediante una electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % con TBE 
1x (Tabla 1). El bromuro de etidio fue el agente empleado para visualizar las bandas de 
los ácidos nucleicos. Se cargó un volumen suficiente de ARN para 1 μg y se corrió el gel 
a 80 V durante unos cuarenta minutos. Se comprobó la integridad de las bandas 28S y 
18S, así como la presencia o ausencia de ADN genómico. Las muestras se almacenaron 
a –80 ºC hasta su uso. 
 
Componente Concentración final 
Tris 0,89 M 
Ácido bórico 0,88 M 
EDTA 0,01 M 
 
Tabla 1. Composición del tampón TBE 10x. 
 
2.1.2 Purificación del ARN 
 
Uno de los usos del ARN fue para estudios de expresión con matrices de 
oligonucleótidos. En esta técnica es imprescindible eliminar el ADN genómico y no se 
recomienda el uso de ADNasa. Por ello, en los casos en los que se detectó la presencia 
de ADN en la electroforesis, se empleó como método de purificación el RNeasy Micro 
kit de Qiagen.  
 
El ensayo se realizó a temperatura ambiente según el protocolo de la casa 
comercial. En primer lugar, se ajustó el volumen de la muestra a 0,1 mL con agua libre 
de nucleasas y se añadieron 0,35 mL de tampón RLT, proporcionado por el kit, 
mezclado, previamente, con -mercaptoetanol, para inactivar las ARNasas, y 0,25 mL 
de etanol absoluto. De esta manera, se crearon las condiciones óptimas para que el 
ARN se uniera a la membrana de silica-gel de la columna, a la que seguidamente se 
transfirió la muestra. Se centrifugó a 10000 r.p.m. y se lavó la columna con 0,5 mL de 
tampón RPE, incluido en el kit. Se centrifugó en las mismas condiciones que las 
descritas anteriormente. Por último, se añadieron 0,5 mL de etanol al 80% y se 
centrifugó de nuevo. Para secar la membrana, se procedió a colocar la columna dentro 
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de un tubo nuevo y se centrifugó a la máxima velocidad. La elución del ARN se realizó 
con agua libre de nucleasas. El volumen eluido se ajustó en función de la cantidad de 
ARN de partida y se centrifugó a 13200 r.p.m. El ARN se recogió en un tubo de 1,5 ml 
en el que se introdujo la columna previamente. 
 
Tras la purificación, se valoró el ARN obtenido, se comprobó su integridad y se 
almacenó a -80 ºC. 
 
2.2 EXTRACCIÓN DEL ADN 
 
Para la extracción del ADN se emplearon modificaciones de dos 
procedimientos: Chomczynski & Sacchi y Blin & Stafford de 1976. En el caso del primer 
protocolo, se empleó la fase orgánica resultante de la extracción del ARN por el 
método del TRIzol. A esa fase orgánica se le añadió 0,6 mL de etanol absoluto frío y se 
mezcló con el vórtex. A continuación la mezcla se centrifugó durante 10 minutos a 
8.000 r.p.m con el objeto de precipitar el ADN. Por tanto, se descartó el sobrenadante 
y el precipitado se lavó dos veces con citrato sódico 0,1 M disuelto en etanol al 10 %. 
En un tercer lavado se empleó la solución B (NaCl 0,075 M y EDTA 0,02 M) para 
eliminar restos de citrato, y después se mantuvo dicho precipitado dos días a 55 ºC en 
0,3 mL de solución B con 10 μL de SDS al 10 % y 5 μL de proteinasa K concentrada a 20 
mg/mL. Al final de la incubación, se añadieron 176 μL de NaCl 6 M. Se mezcló todo 
bien con el vórtex y se centrifugó durante 15 minutos a 13200 r.p.m. Se recogió el 
sobrenadante con contenía el ADN disuelto y se precipitó con isopropanol frío. A 
continuación se centrifugó media hora a temperatura ambiente y a 13200 r.p.m. El 
precipitado se lavó con etanol al 75 %. Una vez seco el ADN tras el lavado, se 
resuspendió con 20 μL de agua libre de nucleasas. 
 
Para el procedimiento descrito por Blin & Stafford de 1976, posteriormente 
modificado, se partió de los bloques de tejidos preparados en Tissue-Tek. Los bloques 
se cortaron con cuchillas estériles. Los fragmentos resultantes se introdujeron en un 
tubo de 10 mL con 2,5 mL de un tampón compuesto por Tris-HCl 0,01 M, EDTA 0,01 M 
y NaCl 0,15M. Todo ello se homogenizó con un politrón, cuyo vástago se había 
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mantenido la noche previa en EDTA 0,02 M. Para su uso entre las diferentes muestras, 
el vástago se aclaró con agua ultra pura estéril. A cada muestra homogeneizada, se le 
añadió 50 μL de proteinasa K 20 mg/mL y se homogeneizó de nuevo. El siguiente paso 
consistió en añadir 125 μL de SDS al 10 % seguido de una incubación de tres horas a 65 
ºC. Después se adicionó a la mezcla 2,5 mL de una solución con Tris-HCl 0,01 M, EDTA 
0,01 M y NaCl 0,65 M a pH 7,5 y 5 mL de fenol.  Todo ello se mezcló bien con el vórtex 
y se centrifugó 15 minutos a 4000 r.p.m para separar la fase acuosa, con el ADN 
disuelto, de la orgánica. Se recogió entonces la fase acuosa en un tubo nuevo de 10 mL 
y se le añadió 5 mL de una mezcla de cloroformo:isoamílico en proporción 24:1. 
Repetimos la mezcla con el vórtex y la centrifugación a 4000 r.p.m, pero ahora solo 
durante 5 minutos. Se recogió la fase acuosa en un tubo de 50 mL que contenía entre 
10-13 mL de etanol absoluto frío. El ADN se dejó precipitar toda la noche a -20 ºC. Al 
día siguiente se centrifugaron los tubos a 4 ºC durante 15 minutos, desechándose el 
sobrenadante. El precipitado se lavó con 2 mL de etanol frío al 70 %. Por último, el 
precipitado se secó y se resuspendió en 0,3 mL de agua libre de nucleasas.   
 
Su valoración espectrofotométrica se realizó en cubetas de cuarzo de un 
volumen de hasta 100 μL. El ADN se diluyó 1:100 y se valoró a 260 nm para conocer su 
concentración. También se valoró a 280 nm. El ratio 260/280 entre 1,8 y 2 da idea de la 
pureza del ADN, libre de posibles contaminaciones proteícas que podrían haberse ido 
arrastrando en el proceso de extracción. Por otro lado, y con el mismo objetivo, se 
desarrolló un gel de agarosa al 1% para comprobar la integridad del ADN y que no 
apareciesen bandas altas, de mayor peso molecular, motivo de la asociación del ADN 
con proteínas. 
 
3. ESTUDIO DE INESTABILIDAD EN SECUENCIAS MICROSATÉLITES 
 
Con el fin de definir las características de la población y clasificar las muestras 
como fenotipo mutador positivas o negativas, MSI-H (MicroSatellite Instability-High) o 
MSI-L/MSS (MSI-L, MicroSatellite Instability-Low y MSS, MicroSatellite Stable), se 
procedió al estudio de cinco repeticiones mononucleotídicas  (BAT-25, BAT-26, NR-21, 
NR-24 y MONO-27) y dos repeticiones pentanucleotídicas (Penta C y Penta D). Las 
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repeticiones pentanucleotídicas fueron empleadas sobre todo con el fin de discernir 
posibles mezclas o contaminaciones de las muestras dada su alta tasa de 
polimorfismos y una baja tendencia a presentar inestabilidad. Por el contrario, los 
marcadores mononucleotídicos son prácticamente en su totalidad, monomórficos. El 
sistema empleado fue el MSI Análisis System, Version 1.2 de Promega. 
 
Los microsatélites analizados aparecen en la siguiente Tabla (Tabla 2). Se 
consideró como consenso para definir un tumor como MSI-H si dos o más de estos 
marcadores presentan inestabilidad. La muestra se clasificó como MSI-L/MSS si 
presentaba uno o ninguno de los marcadores alterados. 
 
 
Tabla 2. Microsatélites analizados según MSI Análisis System, Version 1.2 de Promega. 
 
El protocolo que recomienda la casa comercial parte de 1-2 ng de ADN molde, 
que junto a 1 μL de oligonucleótidos para el análisis de MSI, la AmpliTaq Gold 
polimerasa y el correspondiente tampón 10x en un volumen final de 10 μL, se someten 






Tamaño del  fragmento 
amplificado 
BAT 25 L04143 (A)25 114-124 
BAT 26 U41210 (A)26 103-115 
NR-21 XM_033393 (A)21 94-101 
NR-24 X60152 (A)24 130-133 
MONO-27 AC007684 (A)27 142-154 
Penta C AL138752 (AAAAG)3-15 143-194 
Penta D AC000014 (AAAAG)2-17 135-201 
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Figura 1. Esquema de la reacción de PCR para análisis de inestabilidad en secuencias 
microsatélite. 
 
A continuación se preparan las muestras con una dilución del Internal Lane 
Standard 600, proporcionado en el kit, en 24 μL de formamida desionizada por el 
número de muestras a analizar. Se prepara 1 μL de cada muestra amplificada en la 
mezcla de formamida y se desnaturaliza durante 3 minutos a 95 ºC.   El análisis de los 
fragmentos se realiza con el ABI Prism 310 Genetic Analyzer, por medio del programa 
informático de análisis GeneScan, ambos de PE Applied Biosystems. Las Figura 2 y 2 bis 
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Figura 2. Ejemplos de resultados tras el análisis de microsatélites con el programa GeneScan. 
El marcador NR-21 aparece a la altura de 100 pb en color verde, BAT-26 a 110 pb en color 
azul, BAT-25 está en las 120 pb y en color verde, NR-24 se ve sobre las 130 pb en color negro 
y Mono-27 está a la altura de 150 pb y en color verde. Los marcadores pentanucleotídicos 
Penta C y Penta D aparecen en color negro  a 164, 174 pb y en azul a 168, 187 pb 
respectivamente. Las imágenes A y B corresponden a una muestra normal y tumoral, 
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Figura 2 bis. Ejemplos de resultados tras el análisis de microsatélites con el programa 
GeneScan. El marcador NR-21 aparece a la altura de 100 pb en color verde, BAT-26 a 110 pb 
en color azul, BAT-25 está en las 120 pb y en color verde, NR-24 se ve sobre las 130 pb en 
color negro y Mono-27 está a la altura de 150 pb y en color verde. Los marcadores 
pentanucleotídicos Penta C y Penta D aparecen en color negro  a 164, 174 pb y en azul a 168, 
187 pb respectivamente. Las imágenes C y D pertenecen a una muestra normal y tumoral, 
respectivamente, de un tumor clasificado como estable para microsatélites. 
 
4. ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA MEDIANTE MATRICES DE 
OLIGONUCLEÓTIDOS 
 
Estos estudios fueron llevados a cabo sobre unas membranas de 
oligonucleótidos de la casa Superarray cuyos nombres comerciales son Oligo GEArray 
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Human Wnt Signalling Pathway Microarray: OHS-043 y Oligo GEArray Human 
Extracellular Matriz and Adhesion Molecules Microarray: OHS-013. Estas matrices 
contienen 114 genes, cada una, relacionados con la vía proliferativa Wnt y genes de 
adhesión celular y metaloproteasas respectivamente. 
 
Los genes estudiados en la membrana de oligonucleótidos OHS-043 son los 
siguientes (agrupados por familias y funciones): 
 
Vía señalización Frizzled-1:  
AXIN1, AXIN2, DIXDC1, DVL1, DVL2, DVL3, FZD10, FZD3, FZD4, FZD6, FZD7, FZD8, 
FZD9. 
Vía señalización Frizzled-2: 
WNT1, WNT2, WNT2B, WNT3, WNT3A, WNT4, WNT5A, WNT5B, WNT6, WNT7A, 
WNT7B, WNT8A, WNT8B, WNT9A, WNT9B, WNT10A, WNT10B, WNT11, WNT16. 
Regulación de la vía de señalización en los receptores WNT: 
Reguladores negativos de receptores WNT:  
CXXC4, DKK1, DKK2, DKK3, DKK4, FRZB (FRP-3), FSHB, NLK. 
Antagonistas de unión a Wnt: 
SFRP1, SFRP4 (FRP-4), SFRP5. 
Otros reguladores de la vía: PPP2CA, PPP2CB, PPP2R1A, PPP2R1B, SENP2, TCF7L1. 
Regulación de crecimiento y proliferación: 
Regulación de crecimiento: PPP2CA, PPP2CB, PPP2R1A, PPP2R1B, WISP1, WISP2. 
Regulación de proliferación celular: CTBP1, CTBP2, LRP5. 
Otros genes relacionados con crecimiento y proliferación celular: FRAT1, FRAT2. 
Regulación del ciclo celular:  
APC, APC2, CCND1, CCND2, CCND3, FGF4, PPP2CA, PPP2CB, PPP2R1A, PPP2R1B. 
Regulación de la transcripción: 
Factores transcripcionales: EP300, FOSL1 (Fra-1), FOXN1, JUN, MYC, PITX2, T 
(Brachyury), TCF7L1. 
Otros reguladores de la transcripción: AES (TLE / Groucho), CTNNB1 (catenin), 
CTNNBIP1 (ICAT), LEF1, NLK, PPP2CA, PPP2CB, PPP2R1A, PPP2R1B, PYGO1, PYGO2, 
SOX17, TCF7 (Tcf-1), TCF7L2, TLE1, TLE2, TLE3, TLE4, WNT1. 
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Modificaciones de la actividad proteica: 
Actividad proteína quinasa: CSNK1A1, CSNK1A1L, CSNK1D, CSNK1G1, CSNK1G2, 
CSNK1G3, CSNK2A1, CSNK2A2, CSNK2B, CTBP1, GSK3A (GSKalpha), GSK3B 
(GSKbeta), MARK4, NLK, WIF1. 
Complejo proteína fosfatasa 2: PPP2CA, PPP2CB, PPP2R1A, PPP2R1B. 
Ubiquitinación proteica: BTRC (b-TrCP), FBXW11, FBXW2, SHFM3. 
Otros genes relacionados con la señalización WNT:  
BCL9, DAAM1, DAAM2, FZD1, FZD2, FZD5, KREMEN1, KREMEN2, LRP6, NKD1, 
NKD2, PORCN, RHOU, SLC9A3R1.  
 
Los genes estudiados en la membrana de oligonucleótidos OHS-013 son los 
siguientes (agrupados por familias y funciones): 
 
Moléculas de adhesión celular: 
Moléculas transmembrana: CD44, CDH1 (E-cadherina), HAS1, ICAM1, ITGA1 
(integrina a1), ITGA2 (integrina a2 / LFA1α), ITGA2B (integrin a2β), ITGA3 (integrina 
a3), ITGA4 (integrina a4 / LVA-4), ITGA5 (integrina a5), ITGA6 (integrina a6), ITGA7 
(integrina a7), ITGA8 (integrina a8), ITGA9 (integrina a9), ITGA10 (integrina a10), 
ITGA11 (integrina a11), ITGAL (integrina aL / LFA1a / CD11a), ITGAM (integrina aM), 
ITGAV (integrina aV), ITGAX (integrina aX), ITGB1 (integrina β1), ITGB2 (integrina 
β2), ITGB3 (integrina β3 / CD61), ITGB4 (integrina β4), ITGB5 (integrina β5), ITGB6 
(integrina β6), ITGB7 (integrina β7), ITGB8 (integrina β8), MMP-14, MMP-15, MMP-
16, MMP-17, MMP-24, NCAM1, PECAM1, SELE (ELAM-1 / E-selectina), SELL (L-
selectina), SELP (P-selectina), SGCE, SPG7, VCAM1. 
Adhesión célula-célula: CD44, CDH1 (E-cadherina), COL11A1, COL14A1, COL19A1, 
COL6A2, COL8A2, CTNND1 (catenina d1), ICAM1, ITGA8, VCAM1. 
Adhesión célula-matriz: ADAMTS13, CD44, ITGA1 (integrina a1), ITGA2 (integrina 
a2 / LFA1α), ITGA2B (integrina a2β), ITGA3 (integrina a3), ITGA4 (integrina a4 / 
LVA-4), ITGA5 (integrina a5), ITGA6 (integrina a6), ITGA7 (integrina a7), ITGA8 
(integrina a8), ITGA9 (integrina a9), ITGA10 (integrina a10), ITGA11 (integrina a11), 
ITGAL (integrina aL / LFA1a / CD11a), ITGAM (integrina aM), ITGAV (integrina aV), 
ITGAX (integrina aX), ITGB1 (integrina β1), ITGB2 (integrina β2), ITGB3 (integrina β3 
MATERIAL Y MÉTODOS 
66 
/ CD61), ITGB4 (integrina β4), ITGB5 (integrina β5), ITGB6 (integrina β6), ITGB7 
(integrina β7), ITGB8 (integrina β8), SGCE, SPP1 (OPN /osteopontina), THBS3 (TSP-
1). 
Otras moléculas de adhesión: CNTN1, COL11A2, COL12A1, COL15A1, COL16A1, 
COL18A1 (LOC51695 / endostatina), COL24A1, COL27A1, COL4A3, COL4A6, 
COL5A1, COL5A3, COL6A1, COL6A3, COL7A1, COL8A1, COL9A1, CSPG2, CTGF, 
CTNNA1 (catenina a), CTNNB1 (β-catenina), CTNND2 (catenina d2), FN1 
(fibronectina-1), KAL1, LAMA1, LAMA2, LAMA3, LAMA4, LAMA5, LAMB1 (laminina 
B1), LAMB2 (laminina B2), LAMB3 (laminina B3), LAMC1, SPOCK, THBS1 (TSP1), 
THBS2 (TSP2), THBS4 (TSP4), TNA, TNC, VTN (vitronectina). 
Proteínas de matriz extracelular: 
Constituyentes básicos de membrana: COL4A2, COL4A3, COL4A6, COL7A1, COL8A2, 
LAMA1, LAMA2, LAMA3, LAMA4, LAMA5, LAMB1, LAMB2, LAMB3, LAMC1, SPARC. 
Colágenos y constituyentes estructurales de membrana de matriz extracelular: 
COL11A1, COL11A2, COL12A1, COL14A1, COL15A1, COL16A1, COL18A1 
(LOC51695/endostatina), COL19A1, COL1A1, COL24A1, COL27A1, COL4A2, COL4A3, 
COL4A6, COL5A1, COL5A3, COL6A1, COL6A2, COL6A3, COL7A1, COL8A1, COL8A2, 
COL9A1, FN1, KAL1, LAMA4. 
Proteasas de matriz extracelular: ADAMTS1 (Meth 1), ADAMTS8 (Meth 2), 
ADAMTS13, MMP-1 (colagenasa-1), MMP-2 (gelatinasa A), MMP-3 (estromelisina-
1), MMP-7 (matrilisina), MMP-8 (colagenasa de neutrófilos), MMP--9 (gelatinasa 
B), MMP10 (estromelisina-2), MMP-11 (estromelisina-3), MMP-12 (elastasa de 
macrófagos), MMP-13 (colagenasa-3), MMP-14 (MT1-MMP), MMP-15, MMP-16, 
MMP-17, MMP-20 (enamelisina), MMP-24, MMP-26, SPG7, TIMP1. 
Inhibidores de proteasa de matriz extracelular: COL4A3, COL6A3, COL7A1, KAL1, 
SPOCK, THBS1, TIMP1, TIMP2, TIMP3. 
Otras moléculas de matriz extracelular: CSPG2, CTGF, ECM1, HAS1, LAMB4, SPP1 
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4.1 CALIDAD DEL ARN Y SÍNTESIS DEL ADNc 
 
El ARN que se emplea en esta técnica tiene que ser de una buena calidad. Así, 
es imprescindible que la relación entre las medidas de absorbancia a 260 y 280 nm sea 
igual a 2 y que la concentración supere los 11 ng/μL. También es necesario que las 
bandas correspondientes al ARN ribosómico 28S y 18S sean nítidas en un gel de 
agarosa, indicio de su no degradación. 
 
Para la síntesis de ADNc a partir de ARN se necesita una reacción de 
retrotranscripción. En esta primera fase del protocolo se empleó el True Labeling-
AmpTM 2.0 kit. Se partió de 3 μg de ARN a los que se añadió 1 μL del componente G1 
del kit, completando con agua hasta un volumen final de 10 μL. Esta primera  mezcla 
se incuba en el termociclador durante 10 minutos a 70ºC. En este paso se 
desnaturalizan los componentes a fin de evitar estructuras secundarias.  
 
A continuación se preparó la mezcla de reacción para la síntesis de ADNc, que 
constituye la propia reacción de retrotranscripción. Por tanto en este paso se sintetiza 
el ADNc a partir del ARN. La mezcla de reacción fue la siguiente (Tabla 3): 
 
Componente Volumen (μL) por reacción 
Agua libre de ARNsa 4 
Tampón para síntesis de ADNc 5x (G3) 4 
Inhibidor de ARNsa 1 
Enzima para la síntesis de ADNc 1 
Volumen final 10 
 
Tabla 3. Composición de la mezcla  para la reacción de retrotranscripción. 
 
Esta mezcla de reacción se añadió al volumen previo del primer paso. Tras 
mezclar bien los volúmenes, se incubó en el termociclador con el siguiente programa 
de reacción (Figura 3): 
 









Figura 3. Esquema de reacción de retrotranscripción. Tras el paso previo de 
desnaturalización de los componentes, se incubó la mezcla de reacción con la enzima 
retrotranscriptasa a fin de obtener ADNc. 
 
4.2 SÍNTESIS, MARCAJE Y AMPLIFICACIÓN DE ARNc 
 
En este siguiente paso del procedimiento, el ADNc sintetizado pasa a ARNc 
marcado con biotina-16-UTP (Roche). La mezcla de reacción que se empleó fue (Tabla 
4): 
 
Componente Volumen (μL) por reacción 
Tampón ARN polimerasa 2,5x (G24) 16 
Biotina-UTP 10 mM 2 
Enzima ARN polimerasa (G25) 2 
Volumen final 20 
 
Tabla 4. Componentes de la mezcla de reacción para síntesis, marcaje y amplificación de 
ADNc. 
 
Esta mezcla de reacción se añadió a los 20 μL previos, se mezcló y se incubó a 







37oC ∞  
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4.3 PURIFICACIÓN DE ARNc 
 
Tras el proceso previo de síntesis de ARNc, es necesario purificar la mezcla de 
restos de otros reactivos que puedan interferir en la hibridación. En este caso se 
emplea el ArrayGradeTM cRNA Cleanup Kit para la purificación. 
 
El volumen final de ARNc se completa hasta 100 μL con agua libre de ARNasas 
y, en un tubo nuevo, se añaden 315 μL de Lysis & Binding Buffer (G6), mezclando bien, 
y otros 315 μL de etanol 100 %. Todo ello se pasa por la columna que proporciona el 
kit, se centrifuga durante treinta segundos a 10000 r.p.m. Así el ARNc queda unido a la 
columna y se puede descartar el volumen eluido. A continuación se lava la columna 
con 600 μL de Washing Buffer (G17 reconstituido con etanol). El lavado se hace con 
una centrifugación de treinta segundos a 13200 r.p.m. Una vez eliminado el tampón de 
lavado, se repite la centrifugación para eliminar restos. Se hace un segundo lavado con 
otros 200 μL del componente G17, repitiendo el mismo procedimiento de 
centrifugación. Para la elución se emplearon 50 μL del tampón Tris 10mM pH 8.0 libre 
de ARNasas (G26). Se dejó incubar dos minutos para que el volumen impregnase toda 
la columna y, por último, se centrifugó a 10000 r.p.m. durante un minuto. El ARNc 
eluido puede ya valorarse a 260 y 280 nm para conocer el rendimiento final del 




El ARNc obtenido en los pasos anteriores se hibridó sobre las membranas de 
oligonucleótidos. Estas membranas presentan la ventaja, sobre versiones anteriores de 
ADNc, de ser más específicas.  
 
Las membranas deben ser activadas humedeciéndolas con 5 mL de agua 
durante cinco minutos. Previamente, se pone el horno de hibridación a 60 ºC y la 
solución de prehibridación GEAhyb Hybridation Solution se calienta también a la 
misma temperatura. Con 2 mL de dicha solución se incuba la membrana a 60 ºC en su 
correspondiente cilindro dentro del horno de hibridación durante, al menos, dos horas 
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a una velocidad de 5-10 r.p.m. Con este paso previo se busca “tapizar” la membrana 
para evitar uniones inespecíficas.  
 
Tras la prehibridación, se diluyeron al menos 2 μg de ARNc en 750 μL de la 
solución de prehibridación y se dejó hibridando durante toda la noche a 60 ºC con una 




Después de la hidridación, se retira la solución de prehibridación con el ARNc 
marcado y se procede a los lavados de la membrana. La solución con el ARNc puede 
guardarse en el congelador a -20 ºC, en caso de que hayan existido problemas con la 
hibridación y se requiera su repetición.  
 
Se dispone de dos soluciones de lavado que previamente deben calentarse a 60 
ºC. La solución de lavado 1 se prepara con SSC 20x y SDS al 1 %. El lavado con 5 mL de 
esta mezcla se prolonga durante 15 minutos a una temperatura de 60 ºC. La solución 
de lavado 2, se compone de SSC 20x y SDS al 0,5 %. Con otros 5 mL de la segunda 
solución, se hace el siguiente lavado manteniendo la misma temperatura y tiempo que 
en el caso anterior. 
 
4.6 DETECCIÓN QUIMIOLUMINISCENTE 
 
El siguiente paso, ya a temperatura ambiente, consiste en bloquear la 
membrana con 2 mL de GEAblocking Solution Q durante cuarenta minutos a una 
velocidad de 20-30 r.p.m. A continuación, se incuba la membrana con AP-SA (Alkaline 
phosphatase-conjugated streptavidin) diluido 1:8000 en el tampón F1x, proporcionado 
en el kit en una concentración de 5x. AP-SA es la fosfatasa alcalina conjugada con 
estreptavidina. La estreptavidina tiene elevada afinidad por la biotina, que es el 
marcador que se empleó para marcar el ARNc. De este modo la estreptavidina se une a 
la biotina, quedando libre la fosfatasa alcalina para actuar sobre el sustrato 
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luminiscente, que se añadirá en el último paso para poder detectar así en ARNc 
hibridado a la membrana. 
 
Después de la unión entre estreptavidina y biotina (del ARNc), se lava la 
membrana cuatro veces con tampón F1x, con una duración de cinco minutos cada 
lavado. Posteriormente se aclara la membrana con 3 mL del tampón G, invirtiendo tres 
veces el cilindro que contiene la membrana. El último paso consiste en incubar durante 
2-5 minutos, 1 mL del sustrato CDP-Star, sustrato quimioluminiscente, sobre el que 
actúa la fosfatasa alcalina, que dará lugar a luz detectable por el film fotográfico 
empleado para la detección de la señal. Las películas utilizadas fueron HyperfilmTM de 
Amersham Bioscience, variando el tiempo de exposición según la intensidad de la 
señal. Los films procedentes del revelado de las membranas, fueron escaneados con el 
programa informático Quantity One (Bio Rad), y guardados en formato Tiff, con 16 
bits por canal. 
 
Para el análisis de los resultados de estos experimentos, se contó con el 
software informático GEArray Expression Analysis Suite de Superarray. Se trata de un 
programa informático online que permitió, una vez cargadas las imágenes escaneadas 
de las correspondientes membranas, transformar la intensidad de señal en valores 
numéricos que fueron normalizados con el gen endógeno más conveniente. La 
posibilidad de analizar dichos datos agrupados según el criterio de estabilidad en 
microsatélites, permitió comparar grupos de muestras entre sí y generar una lista de 
genes con diferente grado de hibridación sobre la membrana y, por ende, diferente 
cantidad de ARNm. 
 
4.7 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
Una vez seleccionados los posibles candidatos con diferencias de ± 2,5 veces de 
expresión génica entre ambos grupos, se procedió a hacer un sencillo análisis 
estadístico para comprobar su significatividad. Previo a ello, se caracterizó si los 
valores de la variable correspondiente seguían una distribución normal mediante la 
prueba de Shapiro-Wilk, en cuyo caso se empleó la prueba de t-Student para verificar 
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una diferencia de medias significativa, o una distribución no normal. En este último 
caso se recurrió a la prueba no paramétrica, U de Mann-Withney. 
 
5. ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA POR PCR CUANTITATIVA A TIEMPO 
REAL 
 
El estudio de expresión génica con las membranas de oligonucleótidos 
proporcionó datos preliminares en cuanto a los niveles de ARN mensajero 
diferenciales entre los grupos considerados. La PCR cuantitativa a tiempo real es una 
técnica mucho más sensible que permite conocer de forma cuantitativa el número de 
copias de un determinado gen, siempre normalizado respecto a un gen endógeno de 
expresión constitutiva. 
 
Brevemente, la técnica emplea una serie de primers o cebadores específicos 
para el gen objeto de estudio, así como una sonda TaqMan MGB probe, también 
específica. La particularidad de esta sonda consiste en que posee en el extremo 5’ un 
agente fluoróforo (6-FAM). En el extremo 3’ consta de un agente amortiguador no 
fluoroforo, NFQ (NonFluorescent Quencher). La sonda cuenta además con el MGB 
(Minor Groove binder) que permite aumentar la Tm de la sonda sin incrementar su 
longitud. La técnica aprovecha la capacidad 5’-3’ exonucleasa de la ADN polimerasa. 
De este modo, mientras la sonda está íntegra, el extremo 3’ amortigua la fluorescencia 
del fluoróforo. Sin embargo, la ADN polimerasa en su avance, al ir sintetizando la hebra 
complementaria, rompe la sonda, liberando el extremo 5’ con el fluoróforo que deja 
de estar bajo la influencia del amortiguador o quencher, emitiendo fluorescencia 
(Figura 4).  
 




Figura 4. Explicación de la generación de fluorescencia en la reacción PCR cuantitativa a 
tiempo real por el avance de la enzima polimerasa sobre la sonda marcada con un 
fluoróforo. 
 
Las sondas pueden ser de diferentes tipos, según su capacidad de unión a su 
secuencia específica. En nuestro caso se emplearon las sondas “m”, que se 
caracterizan por unirse a uniones exón-exón, permitiendo así discriminar frente a 
posibles contaminaciones con ADN genómico. Como medio de reacción se empleó 
TaqMan Universal PCR Master Mix (2x) (que incluye AmpliTaq Gold DNA Polymerase).  
 
En cuanto al resto de la técnica, simplemente consiste en la síntesis 
exponencial de copias de unos 100-600 pares de bases a partir de una molécula mayor 
de ADN de doble cadena (en este caso ADNc sintetizado a partir del ARN en la reacción 
de retrotranscripción). Es importante saber que la reacción de PCR cuantitativa a 
tiempo real se analiza en la zona en la que la reacción se hace lineal. Así, el programa 
informático que analiza la emisión de fluorescencia de cada muestra, coloca el nivel de 
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detección o umbral en dicha zona, que suele coincidir con la parte baja de la curva en 
las representaciones exponenciales. El punto de corte del umbral con la curva, se 




Figura 5. Representación de curvas logarítmicas por detección de fluorescencia en la PCR 
cuantitativa a tiempo real. 
 
5.1 SÍNTESIS DEL ADNc 
 
Mediante una reacción de retrotranscripción se transformó el ARN a ADNc. En 
general, se partió de 2 μg de ARN que se diluyeron en 50 μL de agua. A esta dilución de 






















Tabla 5. Componentes de  la reacción de retrotranscripción. 
 







Figura 6. Esquema de reacción RT-PCR. El ARN de partida junto con la enzima 
retrotranscriptasa es sometido a este programa con objetivo de sintetizar ADNc.  
 
Posteriormente a esta reacción de retrotranscripción, se procedió a la 
realización de una PCR para comprobar que la síntesis de ADNc había transcurrido sin 
problemas (Tabla 6). Para ello se dispuso de unos cebadores para GAPDH,  siendo 





Componente Volumen (μL) 
Tampón de transcripción inversa 10x 10 
dNTP 25x 4 
Random Primers 10x 10 
Multiscribe reverse transcriptase 50U/μl 5 
Inhibidor ARNsa 5 
Agua libre de nucleasas 16 
Volumen total 50 
 
    10 min 25 oC 
120 min 37 oC 
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Componente Volumen (μL) 
Agua libre de nucleasas 38,75 
Tampón 10x 5 
MgCl2 25mM 2 
dNTP (10mM cada uno) 1 
Primer forward (10μM) 1 
Primer reverse (10μM) 1 
Taq Polimerasa (5U/μL) 0,25 
ADNc 1 
 
Tabla 6. Mezcla de reacción para la PCR de GAPDH. Esta PCR fue ejecutada a modo de 
comprobación de que el proceso de retrotranscripción de ADNc había transcurrido de forma 
adecuada. 
 
5.2 PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL 
 
Para este ensayo se diluyó el ADNc sintetizado en agua y se añadieron los 
cebadores y sonda específicos, así como el TaqMan Universal PCR Master Mix 2x de la 
casa comercial Applied Biosystems. El protocolo seguido fue el siguiente (Tabla 7): 
 
Componente Volumen por reacción (μL) 
TaqMan Gene Expression Assay 1 
ADNc + agua 9 
TaqMan Universal PCR Master Mix 10 
Volumen total 20 
 
Tabla 7. Guía de la mezcla de reacción para la PCR cuantitativa a tiempo real. El componente 
TaqMan Gene Expresión Assay contiene la sonda marcada con el fluoróforo y los 
oligonucleótidos específicos del gen objeto de estudio. La mezcla TaqMan Universal PCR 
Master Mix incluye, a su vez, la enzima y el resto de componentes requeridos para su 
actividad. 
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Los datos de luminiscencia que cada muestra proporcionó para cada gen, se 
designan como Ct. En nuestros ensayos, cada pocillo se realizó por duplicado, por lo 
que se calculó la media del Ct, y a éste se le restó el Ct de GAPDH, gen que en nuestro 
caso consideramos como endógeno. De esta forma se obtiene el dato del ΔCt. A su vez, 
a este valor, se le resta el ΔCt de la muestra que vaya a tomarse como referencia de 
expresión normal, que para nosotros fue una mezcla de muestras no tumorales. El 
apunte final se conoce como ΔΔCt y a su valor negativo en potencia de base 2, RQ. El 
dato de RQ se calcula debido a que supone una ayuda visual a la hora de entender el 
resultado, pero no constituye una escala lineal. La interpretación del valor RQ es la 
siguiente: 
 
 RQ < 0,5  Se considera que existe menos del 50 % de número de copias 
que la muestra considerada como referencia normal de expresión. 
 RQ = [0,5 - 2] Se considera como nivel de expresión normal al estar 
comprendido entre ± 50 % de lo considerado como normal, valor representado 
por la unidad. 
 RQ > 2 Indica niveles superiores al 50 % de la expresión designada como 
normal. 
 
 Todos los ensayos fueron realizados al menos por duplicado. 
 
5.3 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
5.3.1 Análisis estadístico para los valores de expresión de genes de la vía WNT y 
relacionados con MMPs/adhesión por PCR cuantitativa respecto a la agrupación de 
tumores con y sin inestabilidad en microsatélites 
 
Los valores de RQ al no cumplir una escala lineal no son aptos para su uso en 
cálculos estadísticos. Por ello se recurrió a los valores de ΔΔCt, o ΔCt en su defecto, en 
casos en los que el gen objeto de estudio no mostró niveles detectables de 
fluorescencia en el pool de ocho muestras no tumorales. 
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El primer paso fue comprobar la normalidad o no de los datos gracias a la 
prueba de Shapiro-Wilk. Tras comprobar que los grupos tumorales considerados (alta y 
baja inestabilidad de microsatélites) se adaptaban a uno u otro tipo de distribución, se 
adoptaron las herramientas estadísticas adecuadas. Así, si la población seguía una 
distribución normal, se recurrió a la t-Student para concluir la diferencia significativa o 
no de la media de ambas muestras poblacionales. Se tuvo además en cuenta que 
aquella diferencia fuese de, al menos, un ciclo y que los intervalos de confianza para el 
95 % no resultasen solapados, lo que garantizaba aun más la diferencia entre ambos 
grupos. Si la distribución resultaba ser no normal, las pruebas no paramétricas fueron 
las de elección. La U de Mann-Withney permitió afirmar si las diferencias de las medias 
eran significativas o no en dichos casos. 
 
5.3.2 Análisis estadístico para los valores de expresión de genes de la vía WNT y 
relacionados con MMPs/adhesión por PCR cuantitativa respecto a los datos clínicos. 
 
En primer lugar hay que reseñar que solo se contó con los datos clínicos de la 
subpoblación de tumores MSI-L/MSS. Considerando esta condición, se estudiaron las 
diferencias de los genes que mostraron diferencias significativas entre los tumores 
MSI-H y MSI-L/MSS frente a parámetros clínicos como: estadio Dukes, localización del 
tumor, número de ganglios afectados y el tamaño. Previamente se estudió la 
normalidad o no del conjunto de datos (Shapiro-Wilk). Si la población era normal, se 
continuó con un estudio de igualdad de medias gracias al ANOVA, previa 
comprobación de homocedasticidad, y de diferencia de medias entre subdivisiones 
individuales gracias a la t-Student. Si los datos se amoldaban a una distribución no 
normal, el estadístico empleado fue la prueba de Kruskal-Wallis. 
 
6. SECUENCIACIÓN DE LAS SECUENCIAS MICROSATÉLITE DEL PROMOTOR 
DE MMP-7 
 
Para el estudio de las secuencias microsatélite del promotor de MMP-7, se 
emplearon los cebadores descritos por Jormsjö et al, 2001. En la Figura 7 aparece la 
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Figura 7. Fragmento del promotor de MMP7 en Homo sapiens (www.ensemble.org). Las 
bases en color verde claro corresponden al primer exon del gen. Las bases sombreadas en 
color verde azulado corresponden a los cebadores empleados para la PCR. El cebador 
sombreado en color gris corresponde a la secuencia del oligonucleótido antisentido 
empleado en la secuenciación, conservando el cebador directo de la PCR. Sombreadas en 
amarillo aparecen las repeticiones mononucleotídicas A7 y A9. 
 
Para la amplificación del fragmento, se siguió el esquema de reacción de la 
Figura 8. Se partió de 200 ng de ADN. Se empleó una unidad de Diamond DNA 
Polymerase (Bioline) como enzima polimerasa. Además en la mezcla de reacción se 
incluyó tampón 10x y cloruro de magnesio a una concentración final de 2,5 mM. Los 
desoxinucleósidos trifosfato y ambos cebadores se incluyeron a una concentración 
final de 200 μM. El volumen final de reacción fue de 20 μL. 
 




Figura 8. Esquema de la PCR empleada para amplificar el fragmento de interés del promotor 
de MMP-7. El producto resultante es de 278 pares de bases. 
 
6.1 PURIFICACIÓN DEL PRODUCTO DE REACCIÓN DE LA PCR DEL PROMOTOR DE 
MMP-7 
 
El producto de PCR se cargó en un gel de agarosa al 1 % con bromuro de etidio. 
La banda única resultante, a la altura del marcador de 300 pares de bases, fue cortada 
y purificada siguiendo el protocolo del QIAquick Gel Extraction Kit (Quiagen). 
Brevemente, se añadió un volumen de Buffer QG equivalente a tres veces el peso de la 
banda cortada. Se incubó 10 minutos a 50 ºC con el fin de disolver la banda de agarosa. 
A continuación se añadió un volumen de isopropanol frío  y la mezcla se pasó a una 
columna del kit. La columna se centrifugó durante un minuto a  máxima velocidad. De 
esta forma el ADN queda retenido en la columna. Para eliminar restos de agarosa, se 
pasaron 500 μL adicionales del buffer QG por la columna. Para lavar, se emplearon 750 
μL del buffer PE reconstituido con etanol puro, seguido de una centrifugación de 1 
minuto a máxima velocidad. En este punto se puede realizar una centrifugación 
adicional para eliminar totalmente el etanol procedente del lavado. Por último, se 
eluyó el ADN con 30 μL de agua. La muestra se valoró a 260/280 nm de longitud de 
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7. CULTIVOS CELULARES 
 
Las líneas celulares seleccionadas para llevar a cabo los estudios in vitro 
previstos, fueron todas de cáncer de colon humano, de tipo epitelial y fueron elegidas 
en función de su clasificación respecto a la estabilidad o no en las secuencias 
microsatélite. En la categoría de MSI-H, contamos con las siguientes líneas: HCT-116, 
HCT-15 y RKO (Hope et al, 2008; Gayet et al, 2001; Heinen et al, 1995). En el caso de 
líneas celulares con baja inestabilidad o estables para las secuencias microsatélites, se 
dispuso de SW480 y CACO2 (Gayet et al, 2001; Heinen et al, 1995). 
  
Cada línea celular se creció en un medio de cultivo específico. La Tabla 8 
resume las características de dichos medios: 
 
Línea celular HCT-15/HCT-116 RKO 
Medio de 
cultivo 
RPMI con glutamina (Gibco), mezcla de 
antibióticos (Invitrogen), 10% Fetal Bovine 
Serum (FBS) (Gibco),  Plasmocin (Invivogen), 
Hepes 10mM, Piruvato sódico 1mM (Gibco), 
Glucosa 4,5 g/L (Sigma) 
DMEM, 10% Fetal Bovine 
Serum (FBS) (Gibco), mezcla 
de antibióticos (Invitrogen), 
Plasmocin (Invivogen), Hepes 
10mM 
Línea celular SW480 CACO2 
Medio de 
cultivo 
DMEM, 10% Fetal Bovine Serum (FBS) 
(Gibco), mezcla de antibióticos (Invitrogen), 
Plasmocin (Invivogen), Hepes 10mM, 
Glutamina 2mM, Bicarbonato sódico 2,2 g/L 
DMEM, 10% Fetal Bovine 
Serum (FBS) (Gibco), mezcla 
de antibióticos (Invitrogen), 
Plasmocin (Invivogen), 
Glutamina 2mM, 
Bicarbonato sódico 2,2 g/L, 
0.1 mM aminoácidos no 
esenciales, Piruvato sódico 
1mM (Gibco) 
 
Tabla 8. Resumen de los distintos medios de cultivo empleados para las  líneas celulares 
seleccionadas. 
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Las condiciones de cultivo en todos los casos fueron las mismas. Las células 
fueron mantenidas en incubadores con una temperatura constante de 37 ºC y un 
porcentaje de CO2 del 5 %.  
 
7.1 CARACTERIZACIÓN DE LAS LÍNEAS CELULARES 
 
La bibliografía ya describe la inestabilidad o no en las secuencias microsatélites 
de las células (Hope et al, 2008; Gayet et al, 2001; Heinen et al, 1995) con las que se ha 
trabajado en esta Tesis. Otras características reseñables son que tanto HCT-15, como 
HCT-116 y SW480 presentan mutaciones en k-ras e hipermetilación del promotor de 
p16. Si bien las células HCT-116 solo tienen hipermetilado uno de los alelos, y por otro 
lado, poseen una mutación que altera el marco de lectura. En esta misma línea celular 
se han encontrado mutaciones en el gen que codifica para β-catenina, pero no en los 
correspondientes para p53 y APC. Por el contrario, se detectaron alteraciones para p53 
y APC en las líneas HCT-15 y SW480, pero no el gen de β-catenina (Gayet et al, 2001; 
Heinen et al, 1995). Caco-2 también posee mutaciones en el gen de APC que provocan 
que la proteína esté truncada (Heinen et al, 1995). Para la línea celular de RKO es 
destacable mencionar que fue obtenida de un paciente con HNPCC (Hope et al, 2008) y 
no posee mutaciones en β-catenina, APC ni en TCF-4 (da Costa et al, 1999). No se le 
conoce activación de la vía WNT en estado basal, en el que tiene bajos niveles de β-
catenina. Sin embargo es capaz de responder a medio condicionado con WNT3a 
activando la señal WNT mediante el complejo LEF1/β-catenina (Hope et al, 2008). 
  
Todas las líneas celulares fueron previamente caracterizadas en cuanto a sus 
niveles de expresión para los genes que, mediante los ensayos previos de matrices de 
oligonucleótidos y PCR cuantitativa a tiempo real, mostraron diferencias significativas 
entre el grupo de tumores con y sin inestabilidad en microsatélites. El estudio se llevó 
a cabo mediante la extracción de ARN de las células en cultivo y posterior análisis por 
PCR cuantitativa a tiempo real. 
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7.1.1 Extracción de ARN de cultivos celulares 
 
A los platos con células a confluencia se les retiró el medio y se lavaron con 
PBS. La propia extracción del ARN se llevó a cabo con TRizol. Se añadieron 1,5 mL de 
TRizol con los que se recogió toda la monocapa de células y se pasó a un tubo de 2 mL 
donde se mantuvo cinco minutos a temperatura ambiente. A continuación se 
añadieron 300 μL de cloroformo:isoamílico (24:1) y se agitó vigorosamente, dejando 
reposar unos tres minutos. La centrifugación a 4 ºC a máxima velocidad (13200 r.p.m.) 
durante quince minutos separó una fase orgánica y una acuosa con el ARN en 
suspensión. Se recogió la fase acuosa en 750 μL de isopropanol frío y se dejó 
precipitando el ARN a -20 ºC durante cuatro horas. Pasado ese tiempo, se procedió a 
una centrifugación a la máxima velocidad durante diez minutos para precipitar el ARN. 
El pellet se lavó con 750 μL de etanol al 75 % y se dejó secar. El precipitado se 
resuspendió con 50 μL de agua libre de nucleasas y se valoró a una longitud de onda 
de 260 nm y 280 nm para comprobar posibles contaminaciones con proteínas. Las 
muestras se guardaron a -80 ºC hasta su uso. 
 
7.1.2. Nivel de expresión de los genes seleccionados mediante PCR cuantitativa a 
tiempo real 
 
El ARN extraído fue transformado en ADNc mediante la reacción de 
retrotranscripción descrita en el apartado 4.1. Dicho ADNc se empleó en la técnica de 
PCR cuantitativa a tiempo real desarrollada a su vez en el apartado 5.2. Se emplearon 
valores de ΔCt, obtenidos tras la sustracción del Ct del gen problema con el gen 
endógeno (GAPDH). No se contempló el valor de ΔΔt, ni RQ, al no disponer de células 
no tumorales. 
 
8. ENSAYOS DE SILENCIAMIENTO GÉNICO 
 
El silenciamiento génico fue desarrollado con SureSilencingTM shRNA Plasmids 
de la casa SuperArray. La técnica del shRNA (Short Hairpin RNA) se basa en los siRNA 
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(Small Interference RNA). De hecho la maquinaria de la célula rompe el shRNA dando 
lugar a los siRNA. Los siRNA son junto a los miRNA (MIcroRNA) parte del sistema de 
moléculas pequeñas de ARN que usan las propias células para controlar qué genes 
están activos y cómo de activos están. Así, en el caso de los shRNA y, por tanto, de los 
siRNA, una molécula de doble cadena de ARN es procesada por la enzima Dicer 
(endoribonucleasa de la familia de las ARNasas tipo III) generando fragmentos cortos 
de unos 20 nucleótidos. Una de las dos cadenas de cada fragmento, conocida como 
cadena guía, es incorporada al complejo RISC (RNA Induced Silencing Complex). 
Entonces esa hebra guía se une a su secuencia complentaria de ARNm provocando su 
fragmentación por Argonaute, componente catalítico del complejo RISC (Figura 9). 
 
 
Figura 9. Esquema de procesamiento de los shRNA por la enzima Dicer y complejo RISC. 
Adaptado de Rutz and Scheffold (Arthritis Res Ther 2004).  
 
La técnica de SureSilencingTM shRNA Plasmids se trata de un procedimiento en 










Reconocimiento del mRNA diana
Degradación del mRNA
y liberación de RISC
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un plásmido denominado control negativo, que está diseñado para no actuar sobre 
ninguna secuencia codificante, son amplificados y purificados en bacterias. 
Posteriormente se transfectan en la línea celular de elección y se comprueba el nivel 
de silenciamiento obtenido por PCR cuantitativa a tiempo real. 
 
Los plásmidos proporcionados por la casa Superarray son del tipo pGeneClipTM, 
con secuencias que les hacen resistentes a la puromicina y a la ampicilina. La secuencia 
de los distintos shRNA va insertada entre las posiciones 438 y 439 (TCTC^GCAG). La 
secuencia insertada debe disponer de una G inicial, si ella misma no la lleva, seguida 
por la propia secuencia del shRNA. A continuación, “CTTCCTGTCA” como loop del 
shRNA, la secuencia complementaria del shRNA y, por último, las bases CT para crear 
un nuevo sitio de corte por Pst I (Figura 10). 
 
 
Figura 10. Esquema del plásmido empleado como vehículo para los shRNA. Adaptado del 
protocolo de Superarray. 
 
La Tabla 9 resume las secuencias insertadas en el plásmido responsables de 
inhibir el gen diana. Todas ellas cuentan con una misma secuencia para el plásmido 






















































































































Tabla 9. Esquema de las secuencias insertadas en cada uno de los plásmidos así como del 
número de referencia del producto de la casa SuperArray. 
 
8.1 TRANSFORMACIÓN DE LAS BACTERIAS 
 
Las células competentes empleadas para la amplificación de los plásmidos 
fueron Escherichia coli JM109 (Promega Cat No. L2001). Se descongelaron las bacterias 
y se pipetearon 100 μL del stock a cinco tubos (uno por cada condición, cuatro para los 
cuatro plásmidos proporcionados por la casa comercial, más el control negativo). A 
cada tubo se añadieron 1-50 ng del plásmido correspondiente, mezclando con la punta 
de la pipeta. Tras un reposo de diez minutos en hielo, se dio un golpe de calor a 42 ºC 
durante 45 segundos y, rápidamente, se pasó a 4 ºC durante otros dos minutos. 
 
El siguiente paso fue añadir 900 μL de medio frío LB estéril (Luria Bertani; 
composición para 1L de medio: 10g NaCl, 10g Bactotriptona, 5g de extracto de 
levadura; pH 7). La mezcla resultante se dejó agitando durante una hora a 37 ºC a una 
velocidad de agitación de 225 r.p.m. A continuación, se sembraron las bacterias en 
placas LB agar con ampicilina (LB estéril con agar al 1,5 %; ampicilina 100 μg/mL) a 
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varias diluciones con el objeto de obtener colonias aisladas. Las placas se incubaron 
durante la noche a 37 ºC. 
 
8.1.1 Comprobación de la transformación bacteriana 
 
Tras incubar durante toda la noche las bacterias transformadas, se tomaron 
colonias aisladas y se dejaron crecer en 2,5 mL de medio LB estéril con ampicilina 50 
μg/mL, incubando de tres a seis horas con agitación y a 37 ºC. De ahí se tomaron 1,5 
mL para comprobar que las bacterias han sido correctamente transformadas por 
medio de una purificación a baja escala empleando el kit EndoFree Plasmid 
Purification de Qiagen. Dicho volumen se centrifugó durante un minuto a 12000 
r.p.m., a temperatura ambiente, y se retiró el sobrenadante. El pellet de bacterias 
resultante se resuspendió con 300 μL del reactivo P1 (tampón de resuspensión), 
conservado en nevera y al que previamente se le añade la solución ARNasa A 
(concentración final de 100 μg/mL). Seguidamente se añaden otros 300 μL del reactivo 
P2 (reactivo de lisis), agitando bien. La mezcla se deja reposar cinco minutos a 
temperatura ambiente. A continuación se añaden otros 300 μL del reactivo P3 frío 
(tampón de neutralización), se agita bien y se deja diez minutos en hielo. Tras ese 
tiempo se centrifuga a máxima revolución durante diez minutos. De este paso, se 
recoge el sobrenadante al que añadimos 700 μL de isopropanol frío para precipitar el 
ADN plasmídico (el ADN genómico, proteínas y restos celulares precipitaron en la 
centrifugación posterior a la adición del reactivo P3). En este paso, se puede dejar 
precipitando el ADN a -20 ºC durante una hora. De nuevo, procedemos con una 
centrifugación de diez minutos a temperatura ambiente, eliminando el sobrenadante. 
El precipitado obtenido es el ADN plasmídico, que pasamos a lavar con etanol al 80 %, 
con nueva centrifugación de 5 minutos a temperatura ambiente. Por último se deja 
secar el pellet y se resuspende con 20 μL de agua y se valora 
espectrofotométricamente a 260/280 nm. 
 
Según el protocolo de la casa comercial, el plásmido puede ser cortado por la 
enzima de restricción Pst I generando dos fragmentos, uno de 3209 pares de bases y 
otro de 1402. Para llevar a cabo la digestión, se incubó el ADN plasmídico precipitado 
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con Pst I durante una hora a 37 ºC. Las cantidades de reacción fueron 1 μg de ADN, 2,5 
μL de tampón H, una unidad enzimática de Pst I (10 U/μL) y agua en cantidad 
suficiente para llegar a un volumen final de 20 μL por reacción. El producto de reacción 
se desarrolló en un gel de agarosa al 0,8 % a 120 V durante cuarenta y cinco minutos, 
comprobando la presencia de las dos bandas mencionadas. 
 
8.2 PURIFICACIÓN DEL PLÁSMIDO 
 
Una vez comprobado a pequeña escala que las colonias de bacterias 
seleccionadas tienen los plásmidos correspondientes, se procedió a su obtención a 
gran escala. Así, el resto del volumen de los 2,5 mL que se crecieron por espacio de 
tres a seis horas a 37 ºC con agitación, fueron pasados a un matraz con 250 mL de LB 
estéril con ampicilina 50 μL/mL que se incubó a 37ºC toda la noche.  
 
Para la purificación del plásmido se siguió el procedimiento del kit EndoFree 
Plasmid Purification de Qiagen. El contenido del matraz se pasó a tubos adaptados 
para tal volumen, y se centrifugó a 6000 g durante 15 minutos a 4 ºC. Con ello se 
precipitaron las bacterias, y el pellet formado se resuspendió en 10 mL del reactivo P1. 
A continuación, se añadió el mismo volumen de reactivo P2, se mezcló e incubó por 
espacio de cinco minutos a temperatura ambiente. Durante este tiempo las bacterias 
fueron lisadas, liberando el contenido intracelular. Pasado este tiempo, se adicionaron 
otros 10 mL del reactivo de neutralización P3, mezclando 4-6 veces y se pasó 
directamente a unos cartuchos donde se incubó diez minutos a temperatura ambiente. 
En este tiempo se formó una masa viscosa de ADN genómico, proteínas y restos 
celulares. Así, la mezcla formada se hizo pasar con ayuda de un émbolo por el 
cartucho, recogiendo el filtrado en un tubo de 50 mL. A este volumen se le añadieron 
2,5 mL de volumen de tampón ER (Endotoxin Removal buffer) y se dejó incubando 
treinta minutos a 4 ºC.  En el tiempo de incubación, se añadieron 10 mL de QBT a una 
columna que se dejaron pasar por acción de la gravedad con el fin de equilibrarla. Una 
vez finalizada la incubación, se filtró la mezcla por la columna y se realizaron dos 
lavados con 30 mL del tampón QC.  
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Para eluir el ADN que ha quedado retenido en la columna, se añadieron 15 mL 
del reactivo QN que, una vez filtrados se recogieron en un tubo al que se añadió un 
volumen de 10,5 mL de isopropanol a temperatura ambiente. Se mezcló y se 
centrifugó a más de 15.000 g durante treinta minutos a 4 ºC. El precipitado, el ADN 
plasmídico, se lavó con 5 mL de etanol al 70 %, con una centrifugación de diez minutos 
a la misma velocidad. Tras secar el pellet, se resuspendió en 250 μL de tampón TE. Se 
valoró y  se comprobó de nuevo la presencia del ADN plasmídico correcto con la 
incubación con Pst I descrita en el apartado 6.1.1. Una vez hecha la verificación se 
guardó a –20 ºC hasta su posterior uso. 
 
8.3 TRANSFECCIÓN DE LAS LÍNEAS CELULARES 
 
Una vez purificados los plásmidos, se procedió a la transfección en líneas 
celulares de cáncer de colon humanas. La transfección, introducción de material 
genético en células eucariotas, puede ser estable o transitoria dependiendo de la 
integración o no de dicho material en el genoma del receptor. En este trabajo se optó 
por transfecciones estables, y para ello se seleccionaron aquellas células que sí habían 
incorporado el plásmido transfectado. Dado que los plásmidos poseen resistencia a 
puromicina, se empleó este antibiótico para la selección. Por ello, previo a la 
transfección, se realizó una curva de sensibilidad a la puromicina para cada línea 
celular. Dicha curva se desarrolló a diferentes concentraciones de puromicina (0, 1, 2, 
4, 6, 8 y 10 μg/mL) y se consideró aquella concentración mínima a la que las células 
morían (determinación por medio de una incubación con cristal violeta y SDS,  seguida 
de la valoración de la absorbancia con cristal violeta a 500nm). Se determinó que las 
líneas celulares HCT-116 y RKO fueron sensibles a 1 μg/mL de puromicina, y las HCT-15 
a 10 μg/mL. Posteriormente, se utilizaron varios métodos de transfección con el fin de 
averiguar aquél con el que las células se transfectaban con un mayor porcentaje de 
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8.3.1 Transfección por electroporación (Amaxa) 
 
La electroporación consiste en abrir pequeños poros en la membrana de las 
células por los que introducir el material genético. Técnicamente, consiste en preparar 
las células suspendidas en medio de cultivo en una cubeta con electrodos a los lados. A 
la cubeta se le añade el plásmido y se aplica una descarga de corriente eléctrica. 
 
El protocolo de la casa comercial Amaxa sugiere emplear un medio de cultivo 
bajo en iones calcio para no interferir en la corriente eléctrica aplicada, como es el 
RPMI. Se partió de 106 células para cada transfección. Para ello, se tripsinizó un plato 
de cultivo que debía estar a un 70-85 % de confluencia. Se resuspendieron en un 
volumen suficiente de medio y se contaron el número de células. A partir de ese 
cálculo, se conoció la concentración de células por mL de volumen. Se prepararon 
entonces las correspondientes alícuotas, en función de los shRNA a transfectar, con 
106 células cada una y se centrifugaron a 2500 r.p.m. durante cinco minutos. Se eliminó 
el sobrenadante y se resuspendieron las células con la solución para la transfección 
que proporciona la casa comercial y que es específica para cada línea celular. A esta 
suspensión se le añadieron 2 μg de cada uno de los plásmidos en cada una de las 
alícuotas. La mezcla se pasó a la cubeta con los electrodos y se llevó al electroporador 
de Amaxa®, empleando el programa específico para dicha línea celular. A continuación, 
se siembran las células en un plato previamente preparado con medio de cultivo. 
 
8.3.2 Transfección por liposomas catiónicos 
 
Se basa en la formación de complejos entre lípidos catiónicos y el ADN, que son 
afines por las membranas celulares, permitiendo la entrada del ácido nucleico en el 
citosol. 
 
8.3.2.1 LipofectamineTM 2000 Reagent (Invitrogen) 
 
Se prepararon las células a un 65 % de confluencia y se les retiró el suero y los 
antibióticos antes de la transfección. Se diluyen 10 μL de LipofectamineTM 2000 en 250 
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μL de medio de transfección (medio sin antiobióticos ni suero) y se deja cinco minutos 
a temperatura ambiente. En otros 250 μL de medio de transfección se diluyen 4 μg del 
ADN a transfectar, se juntan ambos tubos y se deja otros diez minutos a temperatura 
ambiente. A continuación, se añade al plato con las células en cultivo y pasadas cuatro 
o seis horas se pueden retirar los complejos de transfección. 
 
8.3.2.2 FuGene HD Transfection Reagent (Roche) 
 
Las células se prepararon a un 80% de confluencia, sin antibióticos ni suero 
previo a la transfección. Se diluyeron 4 μg del plásmido a transfectar en 100 μL de 
medio de transfección. A continuación se añadieron 8 μL de FuGene HD, se mezcló 
todo bien y tras una incubación de quince minutos a temperatura ambiente, se añadió 
todo al plato con las células en cultivo. Si bien no es necesario retirar los complejos de 
transfección, éstos se retiraron a las veinticuatro horas. 
 
8.3.3 Transfección con nanopartículas asistidas por imán (MA Lipofection Enhancer) 
 
En este tipo de transfección, los ácidos nucleicos son forzados a pasar al interior 
celular asociados con partículas magnéticas que, empleadas junto con uno de los 
métodos tradicionales de transfección de liposomas catiónicos, incrementa el 
rendimiento final del proceso. 
 
El procedimiento a seguir consiste en sembrar las células para que estén entre 
un 30 – 60 % de confluencia en el momento de la transfección. Para placas de 6 
pocillos, se prepararon 3 μg de shRNA diluidos en 200 μL de medio de transfección (sin 
antibióticos ni suero). En un tubo aparte se preparan 9 μL de FuGene HD o de  
LipofectamineTM 2000  en 200 μL de medio de transfección. A continuación se mezclan 
los tubos y se dejan 15 minutos a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo se 
añaden 3 μL de MA Lipofection Enhancer (IBA Gmbh BioTAGnology), previa agitación del 
tubo para que las partículas magnéticas se resuspendan bien. Se mezcla bien con la pipeta y se 
deja otros 15 minutos de incubación a temperatura ambiente. Por último, y ya en el incubador 
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a 37 ºC, se incuba la placa con el imán (Universal Magent Plate MATra, IBA Gmbh 
BioTAGnology) durante 10 minutos. A las 24 horas se cambia el medio a medio normal de 
cultivo y a las 48 horas se incuban con medio de selección. 
 
8.4 COMPROBACIÓN DEL GRADO DE EXPRESIÓN DE LOS GENES DE LA VÍA WNT 
TRATADOS CON shRNA   
 
Las células transfectadas por los diferentes mecanismos fueron mantenidas y 
seleccionadas en sus correspondientes medios de cultivo con la concentración de 
puromicina a la que resultaron ser sensibles. Tras un mínimo de dos semanas de 
selección, se extrajo el ARN de las células para comprobar por PCR cuantitativa el nivel 
de silenciamiento obtenido con el shRNA (procedimiento previamente descrito en el 
apartado 6.1 de Material y Métodos de esta Tesis).  
 
8.4.1 Nivel de silenciamiento de los genes tratados con shRNA en cultivo celular 
mediante PCR cuantitativa tiempo real 
 
El ARN extraído de los clones de células silenciados con shRNA fue 
transformado en ADNc mediante la reacción de retrotranscripción descrita en el 
apartado 4.1. Entonces el ADNc se empleó en la técnica de PCR cuantitativa a tiempo 
real desarrollada a su vez en el apartado 5.2. En esta ocasión, se tomó como muestra 
de referencia considerada de expresión “normal” el clon celular resultante de la 
transfección con el plásmido control (aquel cuyo inserto no codifica para ninguna 
secuencia de ARNm). Se consideraron como válidos aquellos clones que, al menos, 
demostrasen un porcentaje de silenciamiento génico de un 70-80 %. 
 
9. ENSAYO DE ACTIVACIÓN DE LA VÍA WNT CON WNT3a EN LÍNEAS 
CELULARES TRANSFECTADAS CON shRNA: TCF REPORTER ASSAY 
 
Con el objetivo de comprobar la implicación de los genes seleccionados, con 
expresión diferencial entre cánceres colorrectales MSI-H y MSI-L/MSS en la regulación 
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de la vía WNT, se procedió al uso de la herramienta CignalTM Reporter Assay 
(SABiosciencesTM). 
 
Se trata de una técnica sensible y cuantitativa que permite el estudio de la 
activación de vías de transducción de señales. Básicamente, se trata de una 
construcción con promotor tipo caja TATA unido a una serie de secuencias repetitivas 
del factor transcripcional TCF4, conocidas como elemento de respuesta transcripcional 
(TRE, Transcriptional Response Element) (Figura 11A). TCF4 es un factor transcripcional 
exclusivo de la vía WNT. Bajo el control de este promotor se incluye un gen que 
codifica para el gen de Luciferasa de luciérnaga (Firefly luciferase). Esta construcción 
sería la encargada de monitorizar el incremento o descenso en la señalización de la vía, 
y se la conoce como el reporter. Como control interno de transfección (Figura 11B), 
esta construcción va acompañada de otra que cuenta con un promotor de activación 
constitutiva CMV (citomegalovirus) seguido de un gen para la expresión de Renilla 
luciferase.  
 
Como control negativo, el kit incluye otra pareja de plásmidos. Uno de ellos es 
una construcción sin ningún TRE y con un promotor caja TATA, que resulta no inducible 
(Figura 11C). El otro elemento es el mismo control interno empleado con el reporter.  
 
Por último, como control positivo del ensayo, se dispone de un conjunto de 
construcciones: la responsable del control interno de transfección que expresa para la 
luciferasa de Renilla, y otros dos plásmidos que también expresan constitutivamente 
Firefly Luciferase y Monster GFP (MGFP), respectivamente, gracias a un promotor CMV 
(Figura 11D y 11E). 
 







Figura 11. Esquema de las distintas construcciones empleadas en el protocolo de técnica  
CignalTM Reporter Assay. La construcción A representa el reporter que medirá la mayor o 
menor activación de la vía. B constituye el elemento de control de transfección. C actúa 
como control negativo. Las construcciones D y E son los controles positivos al estar 
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9.1 PROTOCOLO DE TRANSFECCIÓN PARA EL TCF REPORTER ASSAY 
 
El protocolo a seguir fue el descrito en el manual de la casa comercial. La Figura 
12 muestra un esquema global del procedimiento. Tras la transfección se procedió al 
estímulo de la vía con un ligando apropiado y a su posterior análisis. Estos dos eventos 




Figura 12. Dibujo esquemático del procedimiento del ensayo TCF reporter. A, mezcla de 
reacción con el reporter y el control interno de transfección. B, control negativo (sin TRE), 
con su correspondiente control interno de transfección. C, mezcla de construcciones de 
activación constitutiva para MGFP, Firefly Luciferase y Renilla Luciferase. Adaptado del 
protocolo  CignalTM Reporter Assay. 
 
En primer lugar se procedió a la siembra de las células en placas de 96 pocillos 
de fondo transparente y paredes opacas con tapa (Costar 3603). Se sembraron las 
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células en un número de 2 x 104 células por pocillo. Para ello, se contaron las células 
procedentes de un plato de cultivo con ayuda de una cámara de Neubauer. De acuerdo 
a la fórmula nº células/mL = nº células contadas x 104, se hizo una dilución hasta 
obtener una concentración de 200 células/μL. De este modo se dispensaron, 100 μL a 
cada pocillo, que equivale a 2 x 104 células. 
 
Una vez se habían pegado las células se procedió a la transfección de las 
diferentes construcciones. Previo al procedimiento, se retiró a las células el medio de 
cultivo y se puso medio de cultivo nuevo sin antibióticos (50 μL para transfecciones 
con LipofectamineTM 2000 o 95 μL para transfecciones con Fugene HD). Cada una de 
las transfecciones se realizó en pocillos por triplicado. Se preparó una mezcla de 
reacción para cada tipo de transfección en función del diferente número de pocillos 
ocupados en cada ensayo según el siguiente esquema, de acuerdo con el protocolo de 
la casa comercial: 
 
a) Transfección del reporter o del control negativo: La transfección se realizó 
con LipofectamineTM 2000 Reagent (Invitrogen) o con FuGene HD (Roche).  
a.1) Según el protocolo de LipofectamineTM 2000 Reagent (Invitrogen), 
se emplean 0,25 μL del agente de transfección por cada 100 ng de ADN a 
transfectar, diluidos en otros 25 μL de medio por pocillo. Por otro lado, se 
diluye 1 μL (100 ng) del reporter o del control negativo en 25 μL de medio de 
transfección por cada pocillo (medio de transfección sin antibiótico y sin suero). 
Se prepara el mismo número de pocillos para ambos casos, por lo que los 
cálculos son equivalentes. Después se juntan ambas diluciones y se deja 15 
minutos de incubación, pasados los cuales se dispensan 50 μL a cada pocillo. 
Los pocillos previamente tenían otros 50 μL de medio con lo que el volumen 
final es de 100 μL. 
a.2) Para el caso de la transfección con Fugene HD (Roche), el 
protocolo recomienda emplear 0,4 μL del agente de transfección por cada 1 μL 
(100ng) de reporter o control negativo, diluyendo hasta un volumen final de 5 
μL por cada pocillo. La mezcla se incuba también 15 minutos a temperatura 
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ambiente. Se dispensan 5 μL a cada pocillo que ya tenía 95 μL de medio, hasta 
un volumen final de 100 μL. 
 
b) Transfección del control positivo: se empleó un control positivo para cada 
uno de los clones de células utilizados.  
b.1) De nuevo se dispuso de 1 μL (100 ng) de control positivo diluido en 
25 μL de medio y otros 0,25 μL de LipofectamineTM 2000 en otros 25 μL de 
medio, que se incubaron los correspondientes 15 minutos a temperatura 
ambiente, pasados los cuales, se adicionaron a los pocillos correspondientes.  
b.2) Si la transfección se realizó con FuGene HD, se diluyeron los 100 ng 
de ADN del control positivo con 0,4 μL de FuGene HD en 5 μL de medio, que se 
incubaron 15 minutos a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se 
añadieron a la placa 5 μL por cada pocillo. 
 
Las células se incubaron un mínimo de 4 a 6 horas con los complejos de 
transfección; pasados este tiempos se procedió al inicio del estímulo de la vía WNT a 
diferentes tiempos. 
 
9.2 ESTÍMULO CON WNT3a SOBRE CÉLULAS TRANSFECTADAS CON TCF REPORTER  
 
Una vez retirados los complejos de transfección, se procedió a realizar un 
estudio de la posible activación de la vía por medio del TCF Reporter Assay, con la 
ayuda de Recombinant Human Wnt3a CF (Carrier Free) (R&D Systems). Se trata de una 
proteína recombinante del WNT3a humano, ligando WNT descrito como activador de 
la vía WNT canónica. Así, se ensayaron las células a distintos tiempos: 24, 48 y 60 
horas. La concentración de estímulo empleada fue de 400 ng/mL. Como consecuencia 
de este tipo de ensayo, las células debían estar previamente sin suero para evitar 
estímulos no inducidos por la proteína WNT3a recombinante. El estímulo, por tanto, se 
fue añadiendo a los distintos pocillos, a lo largo del tiempo, para la lectura simultánea 
de todas las muestras. 
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9.3 LECTURA DE LA EXPRESIÓN DE LUCIFERASE DEL TCF REPORTER ASSAY EN 
RESPUESTA AL ESTÍMULO CON LA PROTEÍNA WNT3a RECOMBINANTE HUMANA 
 
Para el revelado del ensayo se empleó el Dual-Luciferase Reporter Assay 
Systems (Promega). Este protocolo permite la detección de las dos luciferasas, la de 
Firefly y la de Renilla, de forma secuencial a partir de una sola muestra, gracias al uso 
de dos sustratos distintos para la detección de cada una de las proteínas. Así, se 
emplea primero el Luciferase Assay Reagent II (LAR II) para Firefly luciferase. El 
siguiente paso es el Stop and Glo Reagent, que detiene la reacción anterior e inicia la 
de Renilla luciferase. Tanto el LAR II como el Stop and Glo Reagent deben 
atemperarse previamente a temperatura ambiente. 
 
El primer paso, según el procedimiento a seguir de la casa comercial, es la lisis 
de las células en cultivo de la placa en ensayo. Para ello se emplea el Passive Lysis 
Buffer (PLB) del kit. Este reactivo se adquiere a una concentración 20x y debe 
emplearse 1x. Tras la dilución correspondiente con agua, se añadieron 20 μL del PLB 1x 
a cada uno de los pocillos. Esto se mantuvo con agitación durante 15 minutos, a 
temperatura ambiente.  
 
A continuación, se preparó el LAR II. Este reactivo viene liofilizado (Luciferase 
Assay Substrate) y se reconstituye con 10 mL del Luciferase Assay Buffer II. El LAR II 
puede mantenerse a -20 ºC durante un mes, o bien alicuoteado a -80 ºC hasta un año. 
Se añaden 100 μL del LAR II a cada pocillo, mezclando dos o tres veces con la pipeta. Se 
mide la emisión de luminiscencia con el luminómetro FLUOstar Omega de BMG 
LabTech.  
 
Una vez efectuada la medida, se detiene la reacción con el Stop and Glo 
Reagent. Este reactivo viene como  50x Stop and Glo® Reagent, y debe diluirse al 1x 
con el Stop and Glo Buffer. Se emplearon 100 μL de este reactivo por cada pocillo. Se 
agita brevemente y se inicia la lectura de Renilla luciferase. 
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9.4 ANÁLISIS DE LA LECTURA DE LUMINISCENCIA DE LUCIFERASA 
 
La lectura de ambas luciferasas (Firefly y Renilla luciferase) se realiza mediante 
el Omega software versión 1.10. Así, se recogen los datos sin tratar medidos 
directamente por el filtro de luminiscencia del luminómetro. Mediante el Omega-
MARS Data Analyses Software versión 1.10 es posible el análisis de datos. Dicho 
programa ofrece, además, la posibilidad de sustraer la lectura de fondo que puedan 
emitir células no transfectadas, o incluir datos promedio entre los diferentes 
triplicados. 
 
El proceso matemático al que se sometieron cada uno de los datos fue el 
siguiente. Previo a todo análisis, a cada una de las muestras se le sustrajo la lectura de 
los pocillos considerados como blanco (células sin transfectar y sin estímulo). Después, 
cada una de las lecturas medidas para Firefly luciferase se normalizó mediante división 
con el dato de Renilla luciferase de ese mismo pocillo. Así, se consigue normalizar con 
su correspondiente control interno de transfección. A continuación se hace la media 
de los triplicados de los pocillos. Este procedimiento se llevó a cabo con todos los 
casos, incluyendo el reporter y los controles positivos y negativos. Entonces, a los 
valores obtenidos para cada uno de los tiempos del reporter se les restó el valor de la 
lectura de su correspondiente control negativo. Por último, y para el análisis en los 
diferentes tiempos del ensayo, los valores del reporter a las 24 h, 48 h y 60 h fueron 
referenciados a su correspondiente tiempo cero de la estimulación mediante división. 
Con estos datos, se pueden analizar las diferencias de activación de cada clon celular 
considerado, a cada uno de los tiempos ensayados, respecto a células sin estimular. 
Para saber el grado de activación o inhibición de la vía en el clon con el gen silenciado, 
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9.4.1 Análisis estadístico del ensayo TCF Reporter 
 
Se empleó la t-Student o U de Mann-Whitney para investigar diferencias entre 
los distintos tiempos ensayados, según los datos se acoplasen a una distribución 
































1. DESCRIPCIÓN DE LA POBLACIÓN DE TUMORES COLORRECTALES 
OBJETO DE ESTUDIO 
 
Según lo descrito en el apartado 3 de Material y Métodos, se procedió a 
clasificar la población de tumores colorrectales esporádicos objeto de investigación 
según el grado de inestabilidad en secuencias microsatélite. De esta forma, si la 
muestra tumoral tenía dos o más de los marcadores descritos en dicho apartado 
alterados, se clasificaba como MSI-H (alta inestabilidad); y si presentaba un marcador 
con inestabilidad o ninguno, la muestra se clasificaba en el grupo MSI-L/MSS (baja 
inestabilidad o estable). En total se dispuso 12 muestras tumorales MSI-H y 36 MSI-
L/MSS.  
 
Solo nos fueron facilitados, parcialmente, los datos clínicos de los pacientes con 
tumores estables o de baja inestabilidad para microsatélites. Las características de este 
grupo quedan recogidas la Tabla I. Además se dispuso de los datos clínicos 
correspondientes a recidivas tumorales en 26 de los casos MSI-L/MSS. De estos, 5 
fueron clasificados como positivos (19,23 %). El periodo de seguimiento de la serie 
para estudios de supervivencia fue de 0 a 84 meses. En el caso del grupo de tumores 























6 13 8 7 - 7 25 1 21 9 3 12 6 4 10 17 
TOTAL 34 33 33 18 31 
 





2. ANÁLISIS DE EXPRESIÓN DE GENES RELACIONADOS CON LA VÍA 
WNT 
 
2.1 ESTUDIO DE EXPRESIÓN DE GENES RELACIONADOS CON LA VÍA WNT MEDIANTE 
EL USO DE MATRICES DE OLIGONUCLEÓTIDOS 
 
El estudio de expresión génica se llevó a cabo empleando membranas de 
oligonucleótidos sobre las que se hibridó ARNm procedente de los tumores 
considerados. Este ARNm fue previamente marcado y, tras una reacción luminiscente, 
se obtuvieron datos de expresión. El principal objetivo fue comparar los niveles de 
expresión entre el grupo de muestras clasificadas como MSI-H y los tumores MSI-
L/MSS. A su vez se hibridó una membrana con un pool de diez muestras no tumorales. 
Para el análisis de los resultados obtenidos se empleó el programa informático online 
GEArray Expression Analysis Suite 2.0 de la casa Superarray. Este programa cuantifica 
la señal obtenida para cada uno de los genes representados en la membrana y da la 
posibilidad de normalizarlos con genes que están en la propia membrana. En la Tabla II 
podemos observar la distribución esquemática de los genes estudiados.  
 
Un gen normalizador o Housekeeping Gene es aquel que mantiene una 
expresión constante y estable, pues es esencial para el funcionamiento de las células. 
Las membranas ofrecen varias posibilidades de gen normalizador. De esta forma, se 
puede seleccionar aquel que conserve en mayor medida su expresión en todos los 
casos. En nuestro caso, se eligió GAPDH como gen normalizador. Así el programa 
corrigió los datos en función de la expresión de este gen. Una vez los datos 
normalizados se generó un scatter plot con los valores obtenidos a partir de los 
tumores clasificados como MSI-H frente a los tumores MSI-L/MSS. Como definición del 
umbral de selección se consideró una diferencia de, al menos, 2,5 veces entre ambos 
grupos. Este procedimiento originó una nube de puntos (Figura I) que representaba 
una serie de genes cuya expresión en el grupo de inestabilidad en microsatélites era 
mayor a la del grupo con estabilidad. La Tabla III muestra las diferencias significativas 
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de expresión génica entre los dos tipos tumorales que se consideran así como la 
referencia de dichos genes. 
 
 A B C D E F G H 
1 RPS27A AES APC APC2 AXIN1 AXIN2 BCL9 BTCR 
2 CCND1 CCND2 CCND3 CSNK1A1 CSNK1A1L CSNK1D CSNK1G1 CSNK1G2 
3 CSNK1G3 CSNK2A1 CSNK2A2 CSNK2B CTBP1 CTBP2 CTNNB1 CTNNBIP1 
4 CXXC4 DAAM1 DAAM2 DIXDC1 DKK1 DKK2 DKK3 DKK4 
5 DVL1 DVL2 DVL3 EP300 FBXW11 FBXW2 FGF4 FOSL1 
6 FOXN1 FRAT1 FRAT2 FRZB FSHB FZD1 FZD10 FZD2 
7 FZD3 FZD4 C2orf31 FZD6 FZD7 FZD8 FZD9 GSK3A 
8 GSK3B JUN KREMEN1 KREMEN2 LEF1 LRP5 LRP6 MARK4 
9 MYC NKD1 NKD2 NLK PITX2 PORCN PPP2CA PPP2CB 
10 PPP2R1A PPP2R1B PYGO1 PYGO2 RHOU SENP2 SFRP1 SFRP4 
11 SFRP5 SHFM3 SCL9A3R1 SOX17 T TCF7 TCF7L1 TCF7L2 
12 TLE1 TLE2 TLE3 TLE4 WIF1 WISP1 WISP2 WNT1 
13 WNT10A WNT10B WNT11 WNT16 WNT2 WNT2B WNT3 WNT3A 
14 WNT4 WNT5A WNT5B WNT6 WNT7A WNT7B WNT8A WNT8B 
15 WNT9A WNT9B PUC18 Blanco Blanco AS1R2 AS1R1 AS1 
16 GAPDH B2M HSPCB HSPB ACTB ACTB BAS2C BAS2C 
 
Tabla II. Esquema de los genes relacionados con la vía Wnt representados en la membrana 
de oligonucleótidos utilizada para llevar a cabo los análisis de expresión génica. Los genes 
resaltados en negrita representan las diferentes opciones para la normalización de los datos. 





Figura I. Scatter plot que representa las diferencias de expresión entre el grupo 1 (MSI-
L/MSS) y el grupo 2 (MSI-H) con una diferencia de ± 2,5 veces. Las cruces rojas representan 















Gen Diferencias de expresión MSI-H vs 
MSI-L/MSS (Nº de veces) 
Valor P 
CSNK1D 2,90 0,040 
CTNNB1 3,20 0,003 
CTNNBIP1 2,88 0,007 
DVL2 4,57 0,030 
FRAT2 4,00 0,015 
GSK3B 3,21 0,023 
KREMEN2 6,52 0,011 
PPP2R1B 3,19 0,000 
FBXW4 3,42 0,012 
TLE2 3,28 0,020 
TLE3 2,65 0,007 
WIF1 3,38 0,045 
CXXC4 2,47 0,020 
 
Tabla III. Genes cuya expresión difiere en ± 2,5 veces y que muestran diferencias 
significativas entre el grupo MSI-H y el grupo MSI-L/MSS, tras el análisis de las matrices de 
oligonucleótidos para el estudio de la vía WNT. 
 
El programa informático utilizado proporcionó otros datos a partir del análisis 
de los arrays. Así se obtuvo el clustergram, que consiste en un diagrama basado en un 
código de color. Los colores en la gama verde indican unos niveles bajos de expresión 
en diferentes grados, mientras que la gama de color rojo refiere niveles de expresión 
elevados. El color negro representa la media de expresión. El clustergram de la Figura II 
se generó considerando los niveles de expresión de cada gen individual en las distintas 
muestras analizadas, estableciendo como rango de expresión la variación que 
experimenta dicho gen en todos los casos ensayados. Es decir, la variabilidad de 
expresión se representa únicamente respecto a ese gen considerando todas las  
muestras. La ventaja de este análisis consiste en la posibilidad de agrupar los casos 
individuales de la población en función de la expresión de los diferentes genes. Así, 
como se aprecia en la Figura II, los tumores MSI-H presentan en su mayoría niveles de 
expresión más altos, y aparecen además agrupados entre sí. Por otro lado, los genes 
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aparecen unidos mediante un dendograma según el coeficiente de correlación. Dicho 
coeficiente se usa para expresar similitud, de modo que los genes más similares se 
unen en alturas más bajas y los que muestran mayores diferencias en puntos más 
altos.  
 
Otra opción consiste en la posibilidad de representar el clustergram en función 
de la expresión relativa de los genes respecto a cada una de las muestras 
individualmente. Es decir, en este caso, el rango de expresión se consideraría para 
todos los genes en esa muestra individual. Sin embargo, esta alternativa no nos resultó 
tan útil, pues no aportaba información relativa a la agrupación de los casos, sino que se 
centra más en las diferencias de expresión de los genes sin atender a las características 







Figura II. Clustergram de las membranas de oligonucleótidos de la vía WNT. El código de color 
está introducido en función de la expresión del gen en relación a todas las muestras. Las 




El programa informático, a su vez, ofrece la posibilidad de agrupar los genes en 
clusters (grupos) en función de la similitud en los patrones de expresión. La fórmula 
matemática empleada a tal efecto está basada en el método de la distancia euclídea. 
Los genes entonces quedaron agrupados según su “proximidad” en cuanto a nivel de 
expresión (Figura III) y cada uno de ellos quedó identificado en la Tabla IV. Los genes 
del cluster 1, representados en la Figura III en rojo, son los de menor expresión y 
constituyen la agrupación más homogénea. Como apunte reseñable, aparecen 
agrupados en este cluster la mayoría de los ligandos Wnt y los receptores Frizzled. Los 
pertenecientes a los clusters 2 y 3, en la Figura III, son los de mayor expresión. Son los 
que presentan una mayor heterogeneidad. En dicha Figura III podemos ver el diferente 
grado de expresión para los 114 genes en todas las muestras. Llaman la atención los 
pacientes 28T, 14T y, en menor medida, el 48T. Los dos primeros son muestras 
clasificadas como MSI-L/MSS, pero muestran un perfil claramente similar entre ellas, y 
en cierta medida aproximado a la muestra 48T, clasificada como MSI-H. Por ello, 
representan un caso especial. Sin embargo, dicha similitud viene corroborada con la 
representación en el clustergram (Figura II) de las tres muestras, que vienen agrupadas 

















Figura III. Representación en clusters de los genes de la vía Wnt estudiados en las 




CSNK1G1, CSNK1G1 , CSNK2A1, CTBP1, CTBP2, CXXC4, DAAM2, DKK1, DVL2, EP300, 
FBXW2, FGF4, FRAT1, FSHB, FZD3, FZD4, FZD6, FZD7, FZD8, KREMEN1, LRP5, MARK4, 
NKD1, NLK, PORCN, SENP2, SOX17, T, TLE2, TLE3, WIF1, WISP2, WNT10B, WNT11, 
WNT2, WNT2B, WNT3, WNT3A, WNT4, WNT5B, WNT6, WNT7A, WNT7B, WNT8A, 
WNT8B, WNT9A 
CLUSTER 2 
APC, APC2, AXIN1, AXIN2, BCL9, BTRC, CSNK1D, CSNK1G3, CSNK2A2, CSNK2B, CTNNB1, 
CTNNBIP1, DAAM1, DIXDC1, DKK4, FOXN1, FRAT2, FZD1, FZD10, FZD2, FZD5, FZD9, 
GSK3B, KREMEN2, LEF1, LRP6, NKD2, PITX2, PPP2CB, PPP2R1B, PYGO1, RHOU, SFRP1, 
SFRP4, SFRP5, FBXW4, TCF7, TCF7L1, TLE4, WISP1, WNT1, WNT10A, WNT5A, WNT9B 
CLUSTER 3 
CCND1, CSNK1A1, CSNK1G2, DKK3, DVL3, FBXW11, FOSL1, FRZB, JUN, MYC, PPP2CA, 
PYGO2, SLC9A3R1, TCF7L2, TLE1, WNT16 
CLUSTER 4 
AES, CCND2, CCND3, DVL1, GSK3A, PPP2R1A 
 
Tabla IV. Lista de los genes incluidos en cada uno de los clusters o agrupaciones establecidos 
según su similitud de expresión, a partir del estudio de expresión de genes de la vía WNT en 
cánceres colorrectales con y sin inestabilidad en secuencias microsatélites. 
 
2. 2 ANÁLISIS DE LOS DATOS DE EXPRESIÓN DE LOS GENES RELACIONADOS CON LA 
VÍA WNT POR PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL  
 
2.2.1 Análisis de los datos de expresión en tumores colorrectales MSI-H y MSI-L/MSS 
 
Una vez finalizado el estudio de expresión mediante las membranas de 
oligonucleótidos, se procedió a confirmar los resultados obtenidos por PCR 
cuantitativa a tiempo real. Esta técnica, más sensible y específica, presenta la ventaja 
de cuantificar el número de copias del ARNm en cuestión gracias a la presencia de 
sondas fluorescentes. Además, evita posibles contaminaciones por ADN genómico 
debido al diseño de sondas que reconocen uniones exón-exón. 
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Los genes seleccionados para este nuevo experimento fueron aquellos que 
mostraron diferencias significativas de expresión entre el grupo de tumores con 
inestabilidad en microsatélites y el grupo estable o con baja inestabilidad para dichas 
secuencias. Los candidatos surgen de la comparación entre tumores MSI-H y MSI-
L/MSS con, al menos ± 2,5 veces de diferencia en la expresión, y fueron: CTNNB1, 
DVL2, FRAT2, GSK3B, KREMEN2, PPP2R1B, FBXW4, TLE2, WIF1, CSNK1D, CTNNBIP1, 
CXXC4, TLE3.  
 
Este grupo de genes fue estudiado en un total de 44 muestras tumorales de 
pacientes. De ellas, 33 fueron clasificadas como MSI-L/MSS y 11 como MSI-H. Además 
se incluyó en el estudio, para cada uno de los genes, un pool de 10 muestras no 
tumorales. El Ct de cada uno de los genes, que representa el número de copias, fue 
normalizado en todos los casos con el Ct del gen considerado como normalizador que, 
en nuestro caso, fue GAPDH (ΔCt muestra). Además, cada dato de expresión de los genes 
problema, normalizado con GAPDH, fue a su vez comparado con el dato de expresión 
del pool de muestras no tumorales que, como corresponde, estaba previamente 
normalizado por el endógeno (ΔΔCt). El esquema general sería: 
 
  ΔCt muestra = Ct gen problema muestra – Ct gen normalizador muestra  
  ΔCt pool no tumoral = Ct gen problema pool no tumoral – Ct gen normalizador pool no tumoral 
  ΔΔCt = ΔCt muestra – ΔCt pool no tumoral  
 
A partir del valor de ΔΔCt se obtiene el RQ (RQ = 2-ΔΔCt). Los valores de este 
parámetro son exponenciales, siendo la unidad la expresión que corresponde al pool 
de muestras no tumorales. Se consideró como límite diferencial ± 50%, de modo que 
valores menores de 0,5 del RQ implican una regulación negativa de dicho gen. Por el 
contrario, valores mayores de 2, significan una expresión de más del 50%. 
 
El análisis estadístico de los resultados procedentes de la PCR cuantitativa fue 
llevado a cabo comprobando previamente la normalidad o no de la población. 
Posteriormente se compararon las medias y los correspondientes intervalos de 
confianza. La Tabla V resume el análisis estadístico de los genes que mostraron 
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diferencias significativas de expresión entre tumores MSI-H y MSI-L/MSS. Todos los 
tratamientos estadísticos llevados a cabo se realizaron con valores de ΔΔCt o ΔCt, dado 
que los datos de RQ son exponenciales y, por tanto, no lineales, por lo que no son 
susceptibles de un tratamiento estadístico. Hay que tener en cuenta que a mayor valor 
de ΔΔCt o de ΔCt, menor es la expresión del gen. 
 
*Datos obtenidos a partir de ΔCt 
 
Tabla V. Análisis estadístico de los valores de expresión obtenidos para los genes de la vía 
WNT. Se utilizan valores de  ΔΔCt ó ΔCt por PCR cuantitativa a tiempo real. 
 
El gen PPP2R1B corresponde a la isoforma  β de la subunidad A de la fosfatasa 
PP2A. Como se observa en la Tabla V, el valor de ΔΔ Ct  para los tumores MSI-H es 
menor que en tumores MSI-L/MSS, lo que indica que estos últimos tienen una menor 
expresión para este gen. Si, además, observamos la diferencia de medias obtenida, 
ésta corresponde aproximadamente a la unidad, y dado el crecimiento exponencial en 
GEN CLASIFICACIÓN MSI 











MSI-L/MSS 1,29 (0,15) 0,97 ― 1,60 
0,97 0,002 
MSI-H 0,31 (0,23) -0,20 ― 0,83 
FBXW4 
MSI-L/MSS 2,08 (0,15) 1,77 ― 2,38 
0,87 0,005 
MSI-H 1,21 (0,23) 0,70 ― 1,71 
TLE3 
MSI-L/MSS 1,99 (0,18) 1,63 ― 2,36 
0,84 0,001 
MSI-H 1,16 (0,14) 0,85 ― 1,47 
DVL2 
MSI-L/MSS 1,62 (0,17) 1,29 ― 1,97 
1,04 0,004 
MSI-H 0,58 (,31) -0,11 ― 1,27 
CSNK1D 
MSI-L/MSS 1,37 (0,16) 1,04 ― 1,69 
0,61 0,022 
MSI-H 0,76 (0,28) 0,13 ― 1,39 
WIF1* 
MSI-L/MSS 11,26 (0,92) 9,39 ― 13,13 
4,89 0,007 
MSI-H 16,15 (1,05) 13,80 ― 18,50 
KREMEN2* 
MSI-L/MSS 12,22 (0,34) 11,52 ― 12,92 
2,50 0,004 
MSI-H 9,72 (0,93) 7,58 ― 11,86 
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base dos que tiene esta reacción de amplificación, cada ciclo de diferencia supone una 
duplicación del número de copias. El intervalo de confianza para la media no aparece 
acoplado, por lo que ambas poblaciones son totalmente independientes. 
 
La estadística del gen FBXW4 (F-box and WD repeat domain containing 4) 
muestra unos niveles mayores de expresión en los tumores con alta inestabilidad en 
microsatélites que en tumores con baja inestabilidad o estables. La diferencia de 
medias entre ambos grupos es de 0,87, también próximo a la unidad, lo que implica 
una diferencia de aproximadamente el doble del número de copias. Por otro lado, 
ambos intervalos de confianza carecen de solapamiento alguno, dato que aporta 
solidez a la diferencia entre ambas poblaciones. 
 
El gen TLE3, Transducin-Like Enhancer of split 3, presenta una tendencia similar 
a la de FBXW4. Su ΔΔCt menor en el grupo MSI-H en comparación a los tumores MSI-
L/MSS, implica unos niveles mayores de expresión para el primer conjunto. El intervalo 
de confianza para la media no se acopla entre los dos tipos tumorales y la diferencia de 
medias es próxima a uno. 
 
Para el caso de DVL2 (Dishevelled 2) las diferencias son más notorias. Se sigue 
observando una mayor expresión en tumores del tipo MSI-H frente a los MSI-L/MSS y, 
en esta ocasión, la diferencia de medias supera la unidad. Los intervalos de confianza 
para la media son independientes. 
 
Los datos de CSNK1D, isoforma δ de la caseina quinasa 1, son algo menos claros 
aun siendo significativos. La expresión es menor en tumores estables para 
microsatélites cotejados con los tumores MSI-H. Sin embargo, la diferencia de medias 
es sensiblemente menor (0,61) y los intervalos de confianza para la media aparecen 
solapados. 
 
Los genes KREMEN2 (Kringle containing transmembrane protein 2) y WIF1 
(WNT inhibitory factor 1) presentaron una falta de expresión, en ambos casos, en el 
pool de muestras no tumorales que se toma como referencia. De ahí que no se pudiese 
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trabajar con el dato de ΔΔCt, siendo necesario utilizar el valor de ΔCt. Así, el gen 
KREMEN2 presenta un mayor número de copias en tumores MSI-H que en le grupo 
MSI-L/MSS, su diferencia de medias es apreciable y los intervalos de confianza no se 
solapan. WIF1, por el contrario, tiene una mayor expresión en tumores estables para 
microsatélites que en los inestables. Los intervalos de confianza para la media son 
independientes y, además, cuenta con una diferencia de medias cercana a cinco ciclos. 
 
Estadísticamente, los diagramas de cajas ayudan a comprender la distribución 
de cada una de las poblaciones. En su representación, la línea gruesa del interior de la 
caja simboliza la mediana, siendo los extremos superior e inferior de la caja, el tercer y 
primer cuartil, respectivamente. Las barras suplementarias indicarían los valores 
máximos y mínimos de la distribución muestral. Las Figuras IV y IV bis muestran los 
diagramas de cajas de los genes con diferencias significativas que se han comentado 








Figura IV. Representación de los diagramas de cajas para los genes que mostraron 
diferencias significativas de expresión entre tumores MSI-H y MSI-L/MSS, tras el estudio por 





Figura IV bis. Representación de los diagramas de cajas para los genes que mostraron 
diferencias significativas de expresión entre tumores MSI-H y MSI-L/MSS tras el estudio por 
PCR cuantitativa a tiempo real. 
 
Los datos de ΔΔCt  también pueden reflejarse en forma de RQ. Sabemos que 
valores de RQ comprendidos entre 0,5 y 2 reflejan niveles de ARNm normales 
(comparados con el pool de muestras no tumorales). De este modo, la imagen de la 
Figura V reproduce los RQ de los genes con variaciones significativas de expresión en 
forma de diagrama de barras. Para los genes KREMEN2 y WIF1 sólo se dispuso del dato 
de ΔCt,  por lo que no se pudo obtener el correspondiente RQ. La Figura V deja patente 
que las muestras MSI-H tienen niveles de expresión comprendidos en los límites de la 
normalidad, mientras que las muestras MSI-L/MSS tienden a presentar niveles de 
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expresión menores del 50 % con respecto a los niveles considerados como normales 




Figura V. (A) Representación de los valores de RQ de los genes de la vía WNT con diferencias 
significativas de expresión tras el estudio por PCR cuantitativa a tiempo real. (B) KREMEN2 y 
WIF1 no disponen de datos de expresión en las muestras normales, por ello su gráfica 
corresponde a valores de ΔCt, Ct del gen problema normalizado con el correspondiente gen 
endógeno. 
 
2.2.2 Análisis de los datos de expresión con relación a las características clínicas de 
los tumores MSI-L/MSS 
 
En este apartado se consideraron los datos clínicos disponibles para los 
tumores MSI-L/MSS. En relación a esta población, se analizaron las posibles diferencias 
significativas de expresión (ΔΔCt ó ΔCt según el caso) de los genes previamente 
seleccionados (PPP2R1B, DVL2, KREMEN2, WIF1, CSKN1D, TLE3 y FBXW4), en relación 
a las siguientes características clínicopatológicas: estadio de Dukes (A, B, C y D), grado 





o recto), tamaño del tumor (T1, T2, T3 y T4), recidiva (sí, no) y metástasis a distancia 
(M0, M1). El estudio se llevó a cabo mediante la prueba de ANOVA para aquellas 
poblaciones que resultaron normales. El estadístico Kruskal-Wallis se empleó como 
alternativa no paramétrica. Para la variable clínica tamaño del tumor, se optó por 
agrupar los tumores con tamaño T4 dentro del grupo T3, dado que solo existía un solo 
caso con T4. Por otro lado, no se dio ningún caso con T1. Con esto, el análisis se realizó 
comparando los tumores T2 y T3 (incluido el caso T4). Así, en el caso de las variables 
tamaño del tumor reagrupado, recidiva y metástasis a distancia, se empleó la T-
student o la U de Mann-Withney según la normalidad de la población.  
 
No se encontraron diferencias significativas para el estudio de relación de 
expresión de los genes en cuanto al estadio de Dukes (Tabla VI). En cuanto a la variable 
de infiltración ganglionar, la Tabla VII muestra el análisis realizado con los grupos N0, 
N1 y N2 sin resultados significativos. No obstante, el grupo N2 solo contaba con tres 
casos, por lo que se realizó el análisis de expresión frente al grado de infiltración 
ganglionar reagrupando N2 en los casos N1. Esta reorganización tampoco arrojó 
resultados significativos. En cuanto al análisis en relación al tamaño tumoral (Tabla IX), 
se obtuvieron resultados próximos a la significatividad  para el gen DVL2 (P  =  0,056) y 
significativos para el gen TLE3 (P = 0,027). Si bien es cierto, los intervalos de confianza 
al 95 % aparecen solapados en ambos casos. Los estudios realizados en función de la 
loclaización tumoral, recidiva y metástasis, tampoco mostraron resultados 
significativos (Tablas VIII, X, XI). 
 
También se procedió al análisis individual de cada gen respecto a cada uno de 
los subgrupos considerados con respecto a las diferentes variables clínicas, sin 
resultados significativos, excepto para el gen KREMEN2 y la localización tumoral. Se 
obtuvo una media de ΔCt de 13,72 para tumores localizados en colon izquierdo, con un 
error estándar para la media de 0,54; y para tumores localizados en recto la media fue 
de 11.73 y el error estándar para la media 0,51.  Los intervalos de confianza para la 
media (95 %) fueron (12,33 ― 15,11) para la localización izquierda y (10,61 ― 12,84) 
para localización en recto (P = 0,030). Los intervalos de confianza se solapan 






NIVELES DE EXPRESIÓN (∆∆Ct) 
MEDIA  
 (error estándar) 
INTERVALO DE 
CONFIANZA PARA LA 
MEDIA (95 %) 
 P 
CSNK1D 
A 1,54 (0,29) 0,61 ― 2,48 
0,893 
B 1,22 (0,32) 0,51―1,92 
C 1,49 (0,25) 0,90 ― 2,08 
D 1,40 (0,31) 0,68 ― 2,13 
DVL2 
A 1,99 (0,17) 1,46 ― 2,53 
0,494 
B 1,84 (0,34) 1,11 ― 2,56 
C 1,25 (0,31) 0,50 ― 1,99 
D 1,46 (0,28) 0,80 ― 2,13 
FBXW4 
A 2,29 (0,36) 1,15 ― 3,43 
0,912 
B 1,95 (0,26) 1,39 ― 2,51 
C 2,15 (0,27) 1,51 ― 2,79 
D 2,10 (0,36) 1,24 ― 2,96 
KREMEN2* 
A 11,21 (0,89) 8,39 ― 14,04 
0,625 
B 12,17 (0,33) 11,46; 12,88 
C 12,19 (0,94) 9,97 ― 14,42 
D 12,84 (0,86) 10,81 ― 14,87 
PPP2R1B 
A 1,44 (0,30) 0,49 ― 2,40 
0,987 
B 1,28 (0,29) 0,65 ― 1,91 
C 1,25 (0,27) 0,96 ― 1,90 
D 1,26 (0,34) 0,44 ― 2,07 
TLE3 
A 1,46 (0,22) 0,76 ― 2,16 
0,585 
B 1,90 (0,30) 1,24 ― 2,55 
C 2,13 (0,30) 1,42 ― 2,84 
D 2,30 (0,45) 1,22 ― 3,37 
WIF1* 
A 13,03 (2,88) 3,85 ― 22,20 
0,517 
B 11,48 (1,46) 8,29 ― 14,66 
C 8,93 (1,82) 4,62 ― 13,25 
D 12,37 (1,91) 7,85 ― 16,88 
*Datos obtenidos a partir de ΔCt 
Tabla VI. Relación entre los niveles de expresión génica y estadio de Dukes en tumores 








NIVELES DE EXPRESIÓN (∆∆Ct) 




LA MEDIA (95 %) 
P (N0, N1) 
CSNK1D 
N0 1,22 (0,24) 0,71 ― 1,72 
0,380 N1 1,62 (0,24) 1,06 ― 2,18 
N2 1,88 (0,30) 0,58 ― 3,17 
DVL2 
N0 1,82 (0,25) 1,30 ― 2,34 
0,503 N1 1,34 (0,28) 0,70 ― 1,98 
N2 1,52 (0,54) -0,82 ― 3,87 
FBXW4 
N0 1,97 (0,21) 1,53 ― 2,41 
0,536 N1 2,21(0,30) 1,52 ― 2,91 
N2 2,53 (0,38) 0,87 ― 4,19 
KREMEN2* 
N0 11,33 (0,33) 11,14 ― 12,53 
0,469 N1 12,77 (0,82) 10,89 ― 14,65 
N2 12,72 (2,19) 3,30 ― 22,13 
PPP2R1B 
N0 1,24 (0,23) 0,76 ― 1,73 
0,616 N1 1,41 (0,23) 0,88 ― 1,95 
N2 1,51 (0,63) -0,18 ― 4,21 
TLE3 
N0 1,84 (0,25) 1,31 ― 2,36 
0,119 N1 2,02 (0,29) 1,34 ― 2,70 
N2 3,17 (0,29) 1,94 ― 4,40 
WIF1* 
N0 11,48 (1,16) 9,04 ― 13,92 
0,792 N1 11,06 (1,94) 6,57 ― 15,54 
N2 9,27 (2,18) -0,13 ― 18,66 
*Datos obtenidos a partir de ΔCt 
Tabla VII. Estudio de la expresión génica y el grado de invasión ganglionar en cánceres 
colorrestales MSI-L/MSS. Solo los grupos N0 y N1 fueron considerados para el valor de P, 









 GEN LOCALIZACIÓN 





LA MEDIA (95 %) 
P 
CSNK1D 
Colon derecho 1,28 (0,37) 0,44 ― 2,12 
 0,839 Colon izquierdo 1,53 (0,42) 0,44 ― 2,63 
Recto 1,25 (0,22) 0,77 ― 1,73 
DVL2 
Colon derecho 1,86 (0,32) 1,13 ― 2,58 
0,244 Colon izquierdo 1,80 (0,49) 0,53 ― 3,08 
Recto 1,23 (0,21) 0,78 ― 1,68 
FBXW4 
Colon derecho 2,02(0,33) 1,28 ― 2,76 
0,985 Colon izquierdo 2,03 (0,41) 0,98 ― 3,07 
Recto 2,08 (0,23) 1,58 ― 2,59 
KREMEN2* 
Colon derecho 12,67 (0,94) 11,21 ― 14,12 
0,099 Colon izquierdo 13,72 (0,54) 12,33 ― 15,11 
Recto 11,73 (0,51) 10,61 ― 12,84 
PPP2R1B 
Colon derecho 1,62 (0,31) 0,92 ― 2,32 
0,571 Colon izquierdo 1,28 (0,39) 0,28 ― 2,27 
Recto 1,04 (2,24) 0,52 ― 1,57 
TLE3 
Colon derecho 1,17 (0,38) 1,30 ― 3,05 
0,670 Colon izquierdo 1,69 (3,07) 0,73 ― 2,65 
Recto 1,91 (0,28) 1,31 ― 2,52 
WIF1* 
Colon derecho 12,91 (1,97) 8,45 ― 17,38 
0,596 Colon izquierdo 10,19 (1,01) 7,60 ― 12,79 
Recto 11,44 (1,47) 8,23 ― 14,64 
*Datos obtenidos a partir de ΔCt 
Tabla VIII. Relación entre la localización tumoral y el nivel de expresión génica en tumores 



















LA MEDIA (95 %) 
P 
CSNK1D 
T2 1,69 (0,27) 0,94 ― 2,43 
0,428 
T3 1,32 (0,19) 0,94 ― 1,71 
DVL2 
T2 2,08 (0,16) 1,64 ― 2,53 0,056 
 T3 1,56 (0,20) 1,15 ― 1,98 
FBXW4 
T2 2,37 (0,29) 1,57 ― 3,18 
0,415 
T3 2,02 (0,17) 1,66 ― 2,38 
KREMEN2* 
T2 11,25 (0,69) 9,34 ― 13,16 
0,230 
T3 12,43 (0,39) 11,62 ― 13,24 
PPP2R1B 
T2 1,44 (0,23) 0,79 ― 2,09 
0,719 
T3 1,28 (0,18) 0,90 ― 1,66 
TLE3 
T2 1,44 (0,17) 0,97 ― 1,92 
0,027 
T3 2,09 (0,21) 1,66 ― 2,52 
WIF1* 
T2 10,77 (3,17) 1,96 ― 19,58 
0,765 
T3 11,56 (0,97) 9,57 ― 13,54 
*Datos obtenidos a partir de ΔCt 
Tabla IX. Análisis entre el tamaño del tumor y los niveles de expresión génica en cánceres 






















LA MEDIA (95 %) 
P 
CSNK1D 
No 1,32(0,23) 0,83 ― 1,81 
0,881 
Sí 1,41 (0,16) 0,91 ― 1,91 
DVL2 
No 1,64 (0,20) 1,21 ― 2,06 
0,878 
Sí 1,55 (0,58) -0,31 ― 3,42 
FBXW4 
No 2,09 (0,22) 1,62 ― 2,56 
0,965 
Sí 2,11 (0,28) 1,21 ― 3,01 
KREMEN2* 
No 11,95 (0,42) 11,08 ― 12,83 
0,479 
Sí 12,67 (0,56) 10,90 ― 14,4 
PPP2R1B 
No 1,36 (0,22) 0,90 ― 1,82 
0,797 
Sí 1,22 (0,28) 0,32 ― 2,13 
TLE3 
No 2,04 (0,25) 1,52 ― 2,57 
0,837 
Sí 1,92 (0,45) 0,47 ― 3,3 
WIF1* 
No 12,88 (0,98) 10,84 ― 14,92 
0,882 
Sí 11,63 (3,57) 0,26 ― 23,01 
*Datos obtenidos a partir de ΔCt 
Tabla X. Resultados del estudio entre los niveles de expresión génica y la recidiva tumoral en 



















NIVELES DE EXPRESIÓN (∆∆Ct) 
MEDIA 
 (error estándar) 
INTERVALO DE 
CONFIANZA PARA 
LA MEDIA (95 %) 
P 
CSNK1D 
M0 1,65 (0,18) 1,26 ― 2,04 
0,466 
M1 1,40 (0,31) 0,91 ― 1,91 
DVL2 
M0 1,97 (0,25) 1,43 ― 2,51 
0,203 
M1 1,46 (0,28) 0,80 ― 2,13 
FBXW4 
M0 2,31 (0,21) 1,84 ― 2,77 
0,607 
M1 2,10 (0,36) 1,24 ― 2,96 
KREMEN2* 
M0 11,99 (0,54) 11,82 ― 13,17 
0,389 
M1 12,84 (0,86) 10,81 ― 14,87 
PPP2R1B 
M0 1,46 (0,13) 1,17 ― 1,74 
0,528 
M1 1,26 (0,34) 0,44 ― 2,07 
TLE3 
M0 1,87 (0,24) 1,34 ― 2,39 
0,371 
M1 2,30 (0,45) 1,22 ― 3,37 
WIF1* 
M0 11,53 (1,35) 8,58 ― 14,47 
0,716 
M1 12,37 (1,91) 7,85 ― 16,88 
*Datos obtenidos a partir de ΔCt 
Tabla XI. Relación entre los niveles de expresión génica y la presencia de metástasis a 
distancia en tumores con baja inestabilidad o estables para microsatélites.  
 
Asímismo, se llevó a cabo un análisis de supervivencia, considerando el 
intervalo libre de enfermedad en la población de tumores estables o con baja 
inestabilidad para microsatélites, seleccionando los casos clasificados comprendidos 
entre los estadios Dukes A - C y que no hubiesen fallecido en el periodo del 
postoperatorio. Los datos de expresión génica fueron categorizados en función del 
percentil 50. Para ninguno de los genes que se vienen estudiando se encontraron 
diferencias significativas en relación a la supervivencia de los pacientes. En el caso de 
CSNK1D, los pacientes con menor expresión del gen recidivan en un 11.1 %, mientras 
que aquellos con mayor expresión recidivan en un 30% de los casos (P = 0,402). La 
misma situación muestran los pacientes para los genes PPP2R1B (P = 0,443) y TLE-3 (P 
= 0,402). En el caso de los genes FBXW4, KREMEN2 y WIF1, pacientes con mayor 
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expresión de dichos genes, recidivan en un 11,1 %, mientras que aquellos con menor 
expresión, lo hacen en un 30% de los casos, con unos valores de P de 0,402; 0,299 y 
0,372, respectivamente. Para el gen DVL-2, el 33,3 % de los casos con expresión alta 
del gen recidivaron. En cambio, únicamente se detectaron recidivas en el 10 % de los 
pacientes con expresión baja (P = 0,275). 
 
3. ANÁLISIS DE EXPRESIÓN DE GENES RELACIONADOS CON ADHESIÓN 
CELULAR Y MATRIZ EXTRACELULAR 
 
3.1 ESTUDIO DE EXPRESIÓN DE GENES IMPLICADOS EN ADHESIÓN Y MATRIZ 
EXTRACELULAR CON MATRICES DE OLIGONUCLEÓTIDOS 
 
El estudio se llevó a cabo con el ARN de 17 tumores clasificados según su 
fenotipo MSI. Concretamente, 9 casos fueron clasificados en el grupo de alta 
inestabilidad (MSI-H) y 8 tumores resultaron pertenecer al grupo de baja inestabilidad 
o estables para microsatélites (MSI-L/MSS). Además, se dispuso de un pool de 10 
muestras no tumorales. El ARN, según el protocolo de la casa comercial, fue 
previamente marcado y transformado a ARNc, siendo este producto final el que se 
hibridó con los oligonucleótidos fijados en las membranas. El conjunto de genes 














 A B C D E F G H 
1 RPS27A  ADAMTS1  ADAMTS13  ADAMTS8  CD44  CDH1  CNTN1  COL11A1  
2 COL11A2  COL12A1  COL14A1  COL15A1  COL16A1  COL18A1  COL19A1  COL1A1  
3 COL24A1  COL27A1  COL4A2  COL4A3  COL4A6  COL5A1  COL5A3  COL6A1  
4 COL6A2  COL6A3  COL7A1  COL8A1  COL8A2  COL9A1  VCAN  CTGF  
5 CTNNA1  CTNNB1  CTNND1  CTNND2  ECM1  FN1  HAS1  ICAM1  
6 ITGA1  ITGA10  ITGA11  ITGA2  ITGA2B  ITGA3  ITGA4  ITGA5  
7 ITGA6  ITGA7  ITGA8  ITGA9  ITGAL  ITGAM  ITGAV  ITGAX  
8 ITGB1  ITGB2  ITGB3  ITGB4  ITGB5  ITGB6  ITGB7  ITGB8  
9 KAL1  LAMA1  LAMA2  LAMA3  LAMA4  LAMA5  LAMB1  LAMB2  
10 LAMB3  LAMB4  LAMC1  MMP-1  MMP-10  MMP-11  MMP-12  MMP-13  
11 MMP-14  MMP-15  MMP-16  MMP-17  MMP-2  MMP-20  MMP-24  MMP-26  
12 MMP-3  MMP-7  MMP-8  MMP-9  NCAM1  PECAM1  SELE  SELL  
13 SELP  SGCE  SPARC  SPG7  SPOCK1  SPP1  TGFBI  THBS1  
14 THBS2  THBS3  THBS4  TIMP1  TIMP2  TIMP3  CLEC3B  TNC  
15 VCAM1  VTN  PUC18  Blanco Blanco AS1R2  AS1R1  AS1  
16 GAPDH  B2M  HSP90AB1  HSP90AB1  ACTB  ACTB  BAS2C  BAS2C  
 
Tabla XII. Esquema de los genes de adhesión y matriz extracelular analizados en las 
membranas de oligonucleótidos. Las celdas rayadas corresponden a los blancos. En negrita 
aparecen señalados los genes susceptibles de ser empleados como normalizadores. En 
nuestro caso se empleó GAPDH. 
 
La detección del grado de hibridación se llevó a cabo por quimioluminiscencia y 
los resultados fueron escaneados y analizados con el programa informático GEArray 
Expression Analysis Suite 2.0, que dispone online la casa comercial Superarray. Para el 
análisis se eligió de nuevo GAPDH como gen normalizador. A continuación, se llevó a 
cabo una comparación de expresión entre tumores MSI-H y MSI-L/MSS. Así, se definió 
el scatterplot de la Figura VI considerando como punto de corte ± 2 veces de diferencia 
de expresión entre ambos grupos. La referencia de dichos genes, así como el número 
de veces de expresión diferencial, la media y su error estándar, y la significación 






Figura VI. Scatterplot de tumores MSI-H en comparación con tumores MSI-L/MSS con un 




















H vs MSI-L/MSS 
(Nº de veces) 
Valor P Gen 
Diferencias de 
expresión MSI-
H vs MSI-L/MSS 
(Nº de veces) 
Valor P 
ADAMTS8 2,20 0,575 LAMA5 2,16 0,500 
COL11A1 2,16 0,656 LAMB3 2,59 0,297 
COL1A1 2,74 0,883 LAMB4 2,70 0,138 
COL4A3 2,07 0,621 LAMC1 2,58 0,558 
COL5A1 2,25 0,257 MMP-15 2,85 0,044 
ICAM1 2,57 0,136 ADAMTS13 0,47 0,169 
ITGA10 2,58 0,214 COL12A1 0,45 0,036 
ITGA2 3,98 0,090 CSPG2 0,39 0,034 
ITGA2B 2,60 0,590 FN1 0,36 0,038 
ITGA3 3,19 0,018 LAMA4 0,40 0,083 
ITGA8 2,22 0,181 MMP-3 0,47 0,336 
ITGA9 3,99 0,014 MMP-7 0,22 0,054 
ITGAL 3,04 0,067 SGCE 0,39 0,059 
ITGAV 2,12 0,689 SPP1 0,31 0,067 
ITGB3 2,51 0,097 THBS3 0,43 0,245 
ITGB4 2,87 0,003 THBS4 0,36 0,162 
ITGB7 3,10 0,016 VCAM1 0,41 0,229 
LAMA2 2,35 0,275    
 
Tabla XIII. Descripción de los genes relacionados con adhesión y matriz extracelular que 
mostraron diferencias de expresión en el scatterplot de cánceres colorrectales MSI-H frente 
a MSI-L/MSS. 
 
El análisis de expresión diferencial entre los dos grupos también quedó 
reflejado en el clustergram de los tumores objeto de estudio (Figura VII). Esta Figura 
muestra la agrupación de las distancias en cuanto a expresión entre las muestras y los 
diferentes genes. Al contrario que en el caso de las membranas de oligonucleótidos 
para la vía WNT, no se encuentra diferenciación de dos poblaciones. En cambio, sí se 





Figura VII. Clustergram de las matrices de adhesión celular y matriz extracelular. El código de 
color indica las diferencias de expresión del gen en las diferentes muestras. 
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Por otro lado, se realizó la agrupación de genes en clusters (Figura VIII). Los 
genes aparecen agrupados en función de su proximidad en cuanto a niveles de 
expresión. Es destacable la homogeneidad que presentan todas las agrupaciones. De 
hecho, la mayoría de los genes quedan agrupados en un mismo bloque. La Tabla XIV 




Figura VIII. Agrupación en clusters de los genes codificantes para  moléculas de adhesión 




ADAMTS1, ADAMTS13, ADAMTS8, CD44, CDH1, CNTN1, COL11A1, COL11A2, COL12A1, 
COL14A1, COL15A1, COL16A1, COL19A1, COL1A1, COL24A1, COL27A1, COL4A2, COL4A3, 
COL4A6, COL5A1, COL5A3, COL6A2, COL7A1, COL8A1, COL8A2COL9Z1, VCAN, CTGF, CTNNB1, 
CTNND1, CTNND2, ECM1, HAS1, ICAM1, ITGA1, ITGA10, ITGA10, ITGA11, ITGA2, ITGA2B, 
ITGA4, ITGA5, ITGA6, ITGA7, ITGA8, ITGA9, ITGAL, ITGAM, ITGAV, ITGAX, ITGB2, ITGB3, ITGB6, 
ITGB8, KAL1, LAMA1, LAMA2, LAMA3, LAMB2, LAMB3, LAMB4, LAMC1, MMP-13, MMP-14, 
MMP-15, MMP-16, MM-P17, MMP-20, MMP-24, MMP-6, MMP-8, MMP-9, NCAM1, PECAM1, 
SELE, SELL, SELP, SGCE, SPG7, SPOCK1, THBS1, THBS2, THBS3, THBS4, TIMP2, CLEC3B, TNC, 
VCAM1, VTN 
CLUSTER 2 
COL18A1, COL6A1, COL6A3, CTNNA1, FN1, ITGA3, ITGB5, ITGB7, LAMA4, LAMA5, MMP10, 
MMP-11, MMP-12, MMP-3, MMP-7, SPP1 
CLUSTER 3 
ITGB1, ITGB4, LAMB1, MMP-2 
CLUSTER 4 
MMP-1, SPARC, TGFBI, TIMP1, TIMP3 
 
Tabla XIV. Detalle de los genes de adhesión celular y matriz extracelular pertenecientes a los 
distintos clusters establecidos a partir del estudio de expresión en membranas. 
 
3.2 ESTUDIO  DE EXPRESIÓN DE GENES IMPLICADOS EN ADHESIÓN Y MATRIZ 
EXTRACELULAR POR PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL 
 
3.2.1 Análisis de los datos de expresión de los genes de adhesión y matriz 
extracelular en tumores MSI-H y MSI-L/MSS 
 
Tras el estudio con membranas de oligonucleótidos, se seleccionaron aquellos 
genes que, una vez establecido el punto de corte de ± 2 veces de diferencia de 
expresión entre tumores MSI-H y MSI-L/MSS, mostraron diferencias significativas. Por 
tanto, los genes seleccionados para el estudio fueron: ITGA3, ITGA9, ITGB4, ITGB7, 
MMP-15, COL12A1, CSPG2, FN1, MMP-7 y  SGCE. 
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Para esta técnica se contó con 11 muestras de ARNm de tumores MSI-H y 31 
muestras MSI-L/MSS. El gen normalizador fue GAPDH y se utilizó de nuevo el pool de 
10 muestras no tumorales. Gracias a los datos proporcionados por este conjunto de 
muestras no tumorales, se pudieron referenciar los niveles de expresión que 
consideramos como normales. El tratamiento de datos que se proporcionó a este 
experimento fue descrito en el apartado 2 de resultados. Así, se trabajó con valores de 
ΔΔCt ó RQ según el caso (RQ = 2-ΔΔCt). Tras el correspondiente tratamiento estadístico, 
los resultados indicaron que dos de los genes analizados presentaban diferencias 
significativas en los grupos de cáncer colorrectal investigados: SGCE y MMP-7. La Tabla 
XV muestra las diferencias encontradas. 
 
 
Tabla XV. Diferencias de expresión para los genes SGCE y MMP-7 en tumores colorrectales 
con y sin inestabilidad en microsatélites. Se aprecian las altas diferencias de medias y la 
fuerza que conceden los intervalos de confianza al 95% para la media. 
 
El gen SGCE, Sarcoglycan-Epsilon, muestra menores niveles de expresión en el 
grupo de tumores con alta inestabilidad en microsatélites en comparación con el grupo 
de tumores sin alta inestabilidad. Estas diferencias son significativas (P = 0,001) y los 
intervalos de confianza no aparecen solapados. La diferencia de medias es además 
considerable, teniendo en cuenta que cada incremento en una unidad implica el doble 















MSI-L/MSS 1,25 (0,19) 0,36 ― 1,64 
2,30 0,001 
MSI-H 3,55 (0,53) 2,36 ― 4,74 
MMP-7 
MSI-L/MSS -6,80 (0,31) -7,45 ― -6,16 
1,84 0,009 
MSI-H -4,97 (0,70) -6,52 ― -3,41 
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La metaloproteasa MMP-7, Matrix Metallopeptidase 7, presentó niveles de 
expresión elevados para ambos grupos, de ahí los valores negativos de ΔΔCt. Dichos 
valores implican ΔCts para el pool de muestras no tumorales más altos que los de las 
muestras tumorales, es decir, menor expresión. Sin embargo, entre los dos tipos de 
tumores, los MSI-L/MSS son los que presentaron una mayor expresión de esta 
metaloproteasa. A pesar de que se detecta un ligero solapamiento de los intervalos de 
confianza para la media, las diferencias entre los dos grupos son significativas, y la 
diferencia de medias es mayor que la unidad. 
 
La Figura IX muestra el diagrama de cajas para los genes SGCE y MMP-7 que 
mostraron diferencias significativas tras el estudio de expresión por PCR cuantitativa a 



















Figura IX. Diagrama de cajas para MMP-7 y SGCE, tras su estudio por PCR cuantitativa a 
tiempo real. El círculo representa un  valor extremo. 
 
La Figura X representa un diagrama con los valores de RQ para los dos genes 
con diferencias significativas. Se observa que MMP-7, como habíamos señalado ya con 
los valores de ΔΔCt, se sobreexpresa en ambos tipos tumorales, pero el RQ es mucho 
mayor en el caso de tumores colorrectales MSI-L/MSS, de ahí su mayor expresión. Para 
el gen SGCE, los valores de RQ refieren a unos valores de expresión normales para 
tumores estables en microsatélites, por estar su RQ comprendido entre 0,5 y 2. En 







Figura X. Representación de los valores RQ para los genes de matriz extracelular y adhesión 
celular con diferencias significativas por PCR cuantitativa a tiempo real. Como se puede 
observar, los tumores MSI-L/MSS muestran mayor nivel de expresión en los dos casos 
considerados. 
 
3.2.2 Estudio de la relación de los datos de expresión y las características clínicas en 
los tumores MSI-L/MSS 
 
Esta parte del estudio se volvió a centrar en el grupo de tumores con baja o 
nula inestabilidad en microsatélites. Se compararon los datos de expresión (∆∆Ct ó 
∆Ct) proporcionados por la técnica de PCR cuantitativa para los genes SGCE y MMP-7, 
en relación con el estadio de Dukes, grado de invasión ganglionar, localización y 
tamaño del tumor, así como la detección de recidivas y metástasis en los pacientes. En 
el análisis estadístico se tuvo en cuenta la normalidad o no de los datos para la 
elección del estadístico correspondiente. Se emplearon los modelos de ANOVA y 
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Kruskal-Wallis para el estudio de todos los factores (Tablas XVI, XVII, XVIII, XIX XX y 
XXI). Como nota aclaratoria cabe destacar que todos los resultados relativos a los datos 
de expresión de MMP-7 presentan valores de ∆∆Ct negativos. Siguiendo el esquema 
de razonamiento que venimos empleando, ∆∆Ct es el resultado de la diferencia del 
valor ∆Ct del tumor y el valor ∆Ct del pool de muestras no tumorales. Por ello un valor 
negativo de ∆∆Ct, implica que el ∆Ct del tumor es menor que el del pool de muestras 
normales, esto es, el tumor expresa más MMP-7 que el pool de muestras normales. 
Por otro lado, cuanto más negativo sea el valor del ∆∆Ct, menor será el valor de ∆Ct y, 
por tanto, mayor será su dato de expresión.  
 
Tras el estudio de las diferencias de expresión de SGCE y MMP-7 en relación a 
los datos clínicos de los tumores, no se encontraron diferencias significativas salvo 
cuando se estudió la expresión de MMP-7 en función de la presencia o no de 
metástasis (Tabla XXI). Como se observa, dentro de los tumores estables para 
microsatélites, a mayor expresión de este gen, mayor es la posibilidad de desarrollo de 
metástasis (P = 0,047). Por otro lado, la expresión de MMP-7 muestra asociación 
estadística con el estadio tumoral (P = 0,042, ANOVA, Tabla XVI). Además, al comparar 
cánceres colorrectales clasificados como estadio de DUKES A con el grupo estadio de 
DUKES D, se observaron diferencias significativas en la expresión de MMP-7 (P = 0,010, 
t-Student). 
 
La Tabla XVII resume el estudio de diferencias de expresión de MMP-7 y SGCE 
respecto al grado de infiltración ganglionar. El grupo N2 de infiltración ganglionar 
contaba con solo tres casos. En un análisis posterior, no reflejado en la Tabla, se 
reagruparon los datos de los tumores con grado de infiltración ganglionar N2 y los N1. 
Comparando este nuevo grupo N2 con N0, respecto a los niveles de expresión de 
MMP-7 y SGCE, los resultados continuaron sin alcanzar significación estadística. 
Paralelamente, la Tabla XIX muestra el resultado tras el estudio estadístico de la 
expresión de MMP-7 y SGCE en función del tamaño del tumor. El tamaño del tumor T4 
contaba sólo con un caso, mientras que no existían casos de T1. Por ello se procedió a 
analizar el tamaño del tumor respecto a la expresión de MMP-7 y SGCE reagrupando 
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T4 con T3. Este nuevo grupo T3 se comparó con el tamaño T2. El análisis no mostró 





NIVELES DE EXPRESIÓN (∆∆Ct) 
MEDIA 
 (error estándar) 
INTERVALO DE 
CONFIANZA 




A -5,66 (0,74) -7,73 ― 3,59 
0,042 
B -7,15 (0,43) -8,09 ― -6,21 
C -5,85 (0,86) -8,08 ― -3,63 
D -8,04 (0,26) -8,71 ― -7,38 
SGCE 
A 1,96 (0,36) 0,96 ― 2,96 
0,348 
B 0,99 (0,32) 0,29 ― 1,71 
C 1,51 (0,46) 0,31 ― 2,70 
D 1,09 (0,39) 0,08 ― 2,11 
 





















NIVELES DE EXPRESIÓN (∆∆Ct) 
MEDIA  
 (error estándar) 
INTERVALO DE 
CONFIANZA 




N0 -7,05 (0,35) -7,79 ― -6,32 
0,900 N1 -6,79 (0,94) -9,58 ― -4,50 
N2 -6,57 (0,41) -11,74 ― -1,39 
 
SGCE 
N0 1,31 (0,24) 0,81 ― 1,82 
0,650 N1 1,13 (0,37) 0,21 ― 2,04 
N2 1,91 (0,80) -8,30 ― 12,11 
 
Tabla XVII. Análisis de la expresión de MMP-7 y SGCE en relación con la infiltración 
ganglionar en tumores estables en microsatélites. La similitud de las medias y los intervalos 














Colon derecho -7,10 (0,47) -8,26 ― -5,93 
0,264 Colon izquierdo -5,57 (1,54) -10,48 ― -0,66 
Recto -7,10 (0,35) -7,87 ― -6,34 
 
SGCE 
Colon derecho 1,61 (0,37) 0,70 ― 2,52 
0,639 Colon izquierdo 1,66 (0,44) 0,26 ― 3,05 
Recto 1,21 (0,31) 0,55 ― 1,87 
 




















T2 -6,60 (0,67) -8,31 ― -4,88 
0,575 
T3 -7,01 (0,39) -7,83 ― -6,19 
SGCE 
T2 1,51 (0,41) 0,46 ― 2,55 
0,598 
T3 1,29 (0,23) 0,81 ― 1,77 
  
Tabla XIX. Relación entre la expresión de MMP-7 y SGCE  y el tamaño del tumor tras la 
reagrupación del tamaño T4 con T3.  
 
GEN RECIDIVA 









0 -7,06 (0,33) -7,77 ― -6,35 
0,362 
1 -6,26 (1,21) -9,83 ― -2,69 
SGCE 
0 1,48 (0,27) 0,90 ― 2,05 
0,654 
1 7,78 (0,41) 0,48 ― 3,08 
 
Tabla XX. Estudio de las diferencias de expresión de MMP-7 y SGCE  respecto a la aparición o 























0 -6,58 (0,60) -7,98 ― -5,18 
0,047 
1 -8,10 (0,31) -8,95 ― -7,24 
SGCE 
0 1,72 (0,21) 1,23 ― 2,21 
0,140 
1 1,01 (0,47) -0,30 ― 2,32 
 
Tabla XXI. Relación entre la expresión de MMP-7 y SGCE en tumores estables o con baja 
inestabilidad para microsatélites en función de la presencia o no de metástasis.  
 
Se realizaron también estudios de supervivencia, considerando intervalos libres 
de enfermedad, con objeto de analizar la influencia de MMP-7 y SGCE en la aparición 
de recurrencias tumorales en el grupo de tumores MSI-L/MSS. En estos análisis, se 
obviaron los pacientes clasificados como Dukes D y aquellos con una supervivencia 
menor de 0,5 meses. La expresión de ambos genes se clasificó como “baja” o “alta” 
empleando el percentil 50 como punto de corte. Así el 33,3 % y el 30,8 % de pacientes 
recidivaron considerando los casos de “alta” expresión, para los genes SGCE y MMP-7, 
respectivamente. Para aquellos catalogados como de “baja” expresión, recidivaron el 
11,1 % en relación al gen SGCE y el 12,5 % para MMP-7. Ambos resultados no fueron 
significativos (SGCE P = 0,182 y MMP-7 P = 0,275). 
 
4. ESTUDIO DE LAS SECUENCIAS MICROSATÉLITE DEL PROMOTOR DE 
MMP-7 
 
Para el estudio de las secuencias microsatélite localizadas en el promotor de 
MMP-7, se amplificó una zona del promotor con ayuda de unos cebadores 
previamente diseñados (Jormsjö et al, 2001). En la zona estudiada existen dos 




Se llevó a cabo este análisis en 10 muestras tumorales inestables para 
microsatélites, y en sus correspondientes muestras no tumorales. Tras la amplificación 
del fragmento objeto de estudio y su posterior purificación, se secuenciaron todas las 
muestras con los cebadores descritos en el punto 6 de Material y Métodos. Ninguna de 
las muestras estudiadas mostró alteración alguna en las secuencias microsatélite 




Figura XI. Ejemplos de los resultados de la secuenciación del fragmento del promotor de 
MMP-7 en muestras MSI-H. A. Representación de la secuenciación de las repeticiones de A7 
en una muestra no tumoral y su correspondiente tumor. B. Secuencias de muestras no 
tumoral y tumoral para el microsatélite A9. Todas las muestras mantuvieron la secuencia de 









ADN no tumoral 





5. ESTUDIOS DE SILENCIAMIENTO GÉNICO: ACTIVACIÓN DE LA VÍA WNT 
CON WNT3a EN LÍNEAS CELULARES TRANSFECTADAS CON shRNA (TCF 
REPORTER ASSAY) 
 
5.1 CARACTERIZACIÓN DE LAS LÍNEAS CELULARES MSI-H Y MSI-L/MSS 
 
A partir del estudio previo de expresión de los genes relacionados con la vía 
WNT con ARNm procedente de tumores humanos, se seleccionaron siete genes que 
mostraban niveles de expresión diferencial entre tumores MSI-H y MSI-L/MSS. Todos 
ellos, salvo el gen WIF1, se expresaban en niveles más bajos en los tumores estables o 
con baja inestabilidad en microsatélites. Con el fin de conocer la posible influencia de 
estas moléculas en la regulación de la cascada de señalización de la vía WNT, se realizó 
un estudio en cultivos de líneas celulares humanas de cáncer colorrectal. 
 
Para los ensayos in vitro se emplearon diversas líneas celulares humanas de 
cáncer de colon clasificadas en función de su inestabilidad en microsatélites. Así, las 
líneas celulares estudiadas fueron HCT-15, HCT-116 y RKO como modelos tumorales 
MSI-H, y CACO2 y SW480 en el caso del tipo tumoral MSI-L/MSS. Sobre estas células se 
analizaron los niveles de expresión de los genes relacionados con la vía WNT que 
previamente habían demostrado diferencias significativas in vivo. Dicho análisis se 





Figura XII. El diagrama de barras representa los ciclos de amplificación para cada uno de los 
genes estudiados en las diferentes líneas celulares (MSI-H = tonos turquesa; MSI-L/MSS = 
tonos naranjas). Como se puede apreciar, los ciclos entre las líneas MSI-H son bastante 
homogéneos. La línea celular CACO2, a pesar de ser MSI-L/MSS, se aproxima al perfil de 
expresión de alta inestabilidad. Los ciclos más altos corresponden a la línea SW480 que, por 
tanto, muestra menor expresión de los genes objeto de estudio. 
A la vista de los resultados obtenidos pudimos confirmar la tendencia de 
expresión observada en los tumores in vivo. Los seis genes estudiados, a excepción de 
WIF1, mostraban niveles de ARNm mayores en las líneas celulares con alta 
inestabilidad en microsatélites (MSI-H) frente a las líneas con baja inestabilidad o 
estables (MSI-L/MSS). Para el caso de WIF1, no se obtuvieron valores de expresión 
detectables en ninguno de los casos, salvo en las células CACO2 (ΔCt = 15, 89). 
 
El siguiente objetivo que se planteó en esta tesis fue averiguar el efecto que 
provocaba la pérdida de expresión de los genes objeto de estudio (PPP2R1B, CSNK1D, 
FBXW4, TLE3, KREMEN2, DVL2) en la activación de la vía WNT. Esos genes disminuian 
su expresión en los tumores MSI-L/MSS y quisimos investigar si este hecho podría 
ayudar a explicar una mayor activación de la vía WNT y, por ello, el peor pronóstico 
asociado a este tipo tumoral. Para ello, se eligió la línea celular RKO, dadas sus 
características respecto a ausencia de mutaciones en APC y β-catenina (CTNNB1). Así, 
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se establecieron experimentos de inhibición génica por medio de shRNAs. Además, 
esta línea celular es MSI-H, lo cual permitiría comprobar si la supresión de los genes 
estudiados cambiaba de alguna manera el genotipo de dichas células. Para todos los 
genes, se trabajó con una pareja de líneas celulares generadas, una correspondiente a 
un clon con el gen problema inhibido y otra transfectada con el vector control 
proporcionado por la casa comercial como control. El nivel de inhibición de cada uno 
de los genes ensayados se confirmó por PCR cuantitativa a tiempo real. 
 
5.2 ENSAYO TCF REPORTER TRAS LA INHIBICIÓN DE PPP2R1B EN LA LÍNEA CELULAR 
RKO 
 
En primer lugar se generó una pareja de líneas celulares, correspondiendo una 
de ellas al clon con el gen PPP2R1B inhibido en las células RKO y, por otro lado, la 
misma línea celular transfectada con el plásmido control correspondiente. Se trabajó 
con un clon celular que mostró un porcentaje de inhibición de, al menos, un 70 % del 
gen PPP2R1B. Esa pareja de líneas celulares se transfectó con el TCF reporter que da 
idea del nivel de activación de la vía WNT por expresión de luciferasa, ya que posee los 
sitios de unión para TCF-4, exclusivos de la vía WNT. Una vez transfectadas las células, 
se procedió a estimularlas con la proteína WNT3a recombinante humana a distintos 
tiempos: 24, 48 y 60 horas. 
 
Los resultados obtenidos tras la estimulación con WNT3a en el clon de células 
con PPP2R1B inhibido quedan reflejados en la Figura XIII. El efecto observado es una 
inhibición de la actividad de la vía. A las 24 horas ya se observa un descenso del 60 % 
de la señal en comparación con el clon control. Se alcanzan niveles de hasta un 92 % en 
el clon con el gen inhibido en comparación con la línea celular control a las 60 horas de 
la estimulación inicial con WNT3a. Estos datos implicarían que la proteína que codifica 
PPP2R1B sería un regulador positivo de la vía, puesto que su inhibición provoca un 






Figura XIII. Representación de la relación de luminiscencia emitida por el clon de células 
inhibido en PPP2R1B respecto al control. Las barras indican la luminiscencia emitida por las 
células, normalizada con la emisión de Renilla, tras la estimulación con WNT3a a diferentes 
tiempos. En esta gráfica se aprecia la reducción de emisión de luz por luciferasa del clon 
respecto al control, por lo que deducimos que el gen inhibido, PPP2R1B, ejerce una 
regulación positiva en la activación del vía. 
 
5.3 ENSAYO TCF REPORTER TRAS LA INHIBICIÓN DE FBXW4 EN LA LÍNEA CELULAR 
RKO 
 
Se generaron los clones de células de forma similar a lo explicado en el 
apartado anterior, es decir, un clon con el gen FBXW4 inhibido, al menos, un 70 % y 
otro con el plásmido control correspondiente. A continuación se transfectaron las 
células con los plásmidos proporcionados por el TCF reporter assay. Como en el caso 
anterior, las células fueron estimuladas con la proteína recombinate humana WNT3a a 
los tiempos de 24, 48 y 60 horas. 
 
La Figura XIV detalla los resultados obtenidos en este nuevo ensayo. La 
interpretación que se desprende de esta Figura es que la proteína que codifica FBXW4 
ejerce de reguladora negativa de la vía WNT. La inhibición de FBXW4 induce a un 
incremento de actividad de la vía de hasta un 328 % a las 60h, en comparación con su 
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línea celular control. La ausencia de esta proteína potencia la actividad de la 




Figura XIV. Representación de la relación del clon celular inhibido para FBXW4 respecto a su 
clon control, en función de la emisión de luz por la síntesis de luciferasa a distintos tiempos. 
Se observa como a lo largo de la estimulación con WNT3a, la relación de luminiscencia 
emitida por el clon inhibido, respecto a la luminiscencia emitida por el plásmido control, va 
en aumento.  
 
5.4 ENSAYO TCF REPORTER TRAS LA INHIBICIÓN DE DVL2  EN LA LÍNEA CELULAR RKO 
 
Este experimento se llevó a cabo con un clon en el que el gen DVL2 presentaba 
una inhibición superior al 70 %, según datos de PCR cuantitativa a tiempo real. En 
paralelo se llevó como control una línea celular con la misma construcción plasmídica, 
pero con un inserto diferente, de modo que no inhibiese al gen diana. Estos dos clones 
de células fueron transfectados según el protocolo descrito para el TCF reporter assay 
y, posteriormente, estimuladas con la proteína recombinante WNT3a a 24, 48 y 60 
horas. 
 
La Figura XV describe la evolución de la señal de luciferasa, normalizada con la 
emisión de luz ocasionada por Renilla, a lo largo del tiempo. A las 48 horas se observa 
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un descenso de, aproximadamente, la mitad de la señal de luminiscencia (P = 0,155). A 
las 60 horas, esa inhibición de la actividad β-catenina/TCF-reporter se mantiene en el 





Figura XV. Representación gráfica de la señal de luciferasa normalizada por Renilla para la 
línea celular RKO con DVL2 silenciado. La señal lumínica desciende hasta un 50 % a las 48 


















Fenotipo mutador y vía supresora son los dos procesos carcinogénicos 
principales por los que se desarrollan la amplia mayoría de los tumores colorrectales 
humanos. Como ya se ha descrito previamente, la vía del fenotipo mutador presenta 
alteraciones en los genes de reparación del ADN del Mismatch Repair System. Entre las 
dianas del fenotipo mutador descritas en este tipo de tumores encontramos TGFβRII, 
IGF2R, BAX, MSH3, MSH6, caspasa 5, E2F-4, TCF-4, BCL10, cdx-2, axina y hRAD50. Por 
otro lado, la vía supresora desarrolla alteraciones en otro tipo de genes, proto-
oncogenes y genes supresores del crecimiento como k-ras, p53 y APC, así como LOH en 
5q, 17p y 18q (Revisado por Dionigi et al, 2007). Ambas vías presentan, por tanto, 
diferentes características genotípicas. Dichos signos genéticos de ambos tipos de 
tumores se detectan en etapas tempranas del proceso carcinogénico y se multiplican a 
medida que el tumor incrementa su tamaño (Lengauer et al, 1998). Los tumores con 
deficiencia en el sistema MMR son diploides, mientras que los tumores de la vía del 
fenotipo supresor tienen aneuploidía, además de las ya consabidas diferencias clínico-
patológicas. Efectivamente, el distinto pronóstico que poseen tumores estables e 
inestables en microsatélites fue el punto de partida por el que nuestro grupo de 
investigación ha estado involucrado en el estudio de las disitintas causas moleculares 
que imprimen las mencionadas diferencias clínicas. 
 
La vía WNT es una vía proliferativa que en condiciones normales participa en la 
regulación de la homeostasis del epitelio del colon, entre otras funciones. Giles et al, 
(2003) afirman que más del 90 % de los tumores colorrectales albergan una mutación 
activante en alguno de los componentes de esta cascada de señalización que 
conduciría, en último término, a la estabilización de la molécula efectora, β-catenina. 
De hecho, un elevado porcentaje de tumores colorrectales, tanto esporádicos como 
hereditarios, muestran mutaciones en APC (Miyoshi et al, 1992, Powell et al, 1992), 
molécula esencial en la regulación de β-catenina. En un menor número de casos, en los 
que APC se mantiene inalterado, se han encontrado mutaciones en los sitios de 
fosforilación de β-catenina que le permiten ser refractaria al complejo de degradación 




No obstante, a pesar de la amplia bibliografía disponible respecto a los 
múltiples puntos de regulación de la vía WNT y sobre las dos principales vías 
carcinogénicas en cáncer colorrectal, existen pocos trabajos que relacionen ambos 
aspectos. Es evidente que la cascada de activación WNT desempeña un papel 
primordial en la homeostasis del epitelio intestinal, y que su desregulación tiene una 
importante implicación en cáncer. La búsqueda realizada en este trabajo de posibles 
diferencias de la vía WNT en tumores desarrollados a través de la vía del fenotipo 
mutador o de la vía supresora proporciona datos nuevos que pueden ayudar a 
comprender el diferente pronóstico clínico que confieren ambos tipos tumorales a los 
pacientes afectados. 
 
Por otra parte, nuestro grupo de investigación ha publicado trabajos 
encaminados a estudiar las diferencias existentes, en cánceres colorrectales con y sin 
inestabilidad en secuencias microsatélite, en relación a moléculas implicadas en 
adhesión celular e invasión, como la E-cadherina y determinadas MMPs (Ortega et al, 
2008, Morán et al, 2005, Morán et al, 2002). Las moléculas de adhesión, como 
integrinas, cadherinas, así como las MMPs, constituyen dianas importantes de estudio 
por su implicación en la transición epitelio-mesénquima y, por tanto, en las metástasis 
tumorales. Por esta razón, parte del trabajo desarrollado en esta Tesis indaga en la 
búsqueda de posibles diferencias respecto a estas moléculas en tumores colorrectales 
de la vía supresora y del fenotipo mutador. 
 
1. EXPRESIÓN DIFERENCIAL DE GENES RELACIONADOS CON LA VÍA WNT 
EN CÁNCERES COLORRECTALES MSI-H Y MSI-L/MSS 
 
Nuestros resultados han revelado claras diferencias, en cánceres colorrectales 
con y sin inestabilidad en microsatélites, en la expresión de genes relacionados con la 
vía WNT. A continuación, se discuten diferentes aspectos relativos a las moléculas con 





1.1 Caseína quinasa Id 
 
La caseína quinasa I (CKI) es una serina/treonina quinasa de estructura 
monomérica que fosforila una gran variedad de sustratos denominados “segundos 
mensajeros”. Se conocen varios miembros de esta familia. En el trabajo desarrollado 
en esta Tesis, encontramos que los niveles de ARNm de la isoforma CKIδ (CSNK1D) son 
mayores en tumores MSI-H frente a tumores MSI-L/MSS, siendo los niveles de 
expresión en los tumores con alta inestabilidad próximos a los encontrados en el 
conjunto de muestras no tumorales empleadas como control. CKI posee diversas 
isoformas y, aunque se pueda deducir una similar especificidad de sustratos dada la 
conservación del dominio quinasa entre las isoformas, la bibliografía existente no es 
concluyente al respecto. Además, la proporción de trabajos que hablan 
exclusivamente de la isoforma objeto de estudio no es elevada, y siempre se 
encuentra relacionada principalmente con CKIε con la que comparte el 98 % de 
identidad respecto a su dominio catalítico y un 53 % del dominio C-terminal (Fish et al, 
1995).  
 
CKI es la responsable de la fosforilación de Ser45 del exón 3 de β-catenina (Amit 
et al, 2002), con lo cual surgiría como un claro regulador negativo de la vía. Sin 
embargo, el planteamiento no es tan sencillo. Amit et al, (2002) observan que tanto la 
isoforma α, como la β y la ε, son capaces de fosforilar a β-catenina en el residuo Ser-
45, favoreciendo las consecuentes fosforilaciones por GSK3β. Este mismo trabajo 
emplea un dominante negativo para CKIε, además de un inhibidor específico contra la 
misma isoforma, hecho que conduce a la pérdida de fosforilación de Ser45 en células 
293. Otros trabajos encuentran similares resultados, al observar una activación de la 
vía cuando deplecionan CKIα (Liu et al, 2002) o CKIα/ε (Yanagawa et al, 2002) en 
embriones de Drosophila. No obstante, respecto a CKIε, se la ha considerado como un 
reguladora positiva de la cascada WNT. CKIδ/ε fosforilan a DVL2 (Bryja et al, 2007c). 
También, tanto CKIε como CKIδ son capaces de interaccionar con DVL-1, proteína a la 
cual son capaces de fosforilar, aunque la interacción de CKIδ no parece tan fuerte 
como la de la isoforma ε (Gao et al, 2002). Este hecho implicaría un papel positivo en 
cuanto a la regulación, pero este mismo trabajo también encuentra fosforilaciones en 
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APC, axina y β-catenina, si bien estos autores consiguen inhibir la degradación de β-
catenina al emplear una construcción de CKIε sin el dominio C-terminal, responsable 
de la inhibición de la actividad quinasa. En cuanto a CKIδ, se encontró una mutación en 
R324H del gen CSNK1D que, pese a su cercanía respecto al dominio autoinhibitorio C-
terminal de la quinasa, no produjo incremento en un ensayo sobre la actividad del 
cofactor transcripcional Lef-1. No obstante, dicha mutación sí potenciaba la formación 
de pólipos en los tumores de colon estudiados aunque, por el hecho anterior, de forma 
independiente a la regulación WNT (Tsai et al, 2007). Sin embargo, en un trabajo 
reciente, la inhibición de CKIδ/ε, si bien reducía los niveles de DVL-2 fosforilado, no 
afectaba a la activación de β-catenina (Bryja et al, 2007b). 
 
Por otro lado, CKI no solo está relacionada con la fosforilación de β-catenina y 
DVL. CKIε es capaz de fosforilar a LRP6, correceptor de la vía WNT, mientras que CKIα 
es incapaz de interaccionar con dicha proteína. La fosforilación de CKIε en los sitios Ser 
1420 y Ser 1430 de LRP6 produce una regulación negativa de la vía, dado que las 
mutaciones en estos sitios estabilizan β-catenina (Swiatek et al, 2006). Sin embargo, 
LRP6 también es fosforilado por GSK3β y CKI (Zeng et al, 2005). En este caso, las 
fosforilaciones ocurren en los sitios PPPS/TP de LRP6. Se sabe que LRP6 fosforilado se 
une con mayor afinidad a axina (Tamai et al, 2004), con lo cual el complejo de 
degradación se desestabilizaría y β-catenina se acumularía pasando al núcleo. Zeng et 
al, (2005) emplean dominantes negativos para CKIα y CKIδ/ε, encontrando que ambos 
son necesarios para la fosforilación de LRP6. En este caso, los autores sí encuentran 
que CKIα actúe sobre LRP6 y las tres isoformas vendrían a desempeñar funciones 
redundantes como reguladores positivos de la vía. La explicación se da sobre este 
fenómeno consiste en que consideran que GSK3β y CKI muestran una asociación a 
membrana dependiente del estímulo WNT, o bien sería posible que WNT regulase una 
fosfatasa que actuase en este punto de fosforilaciones sobre LRP6. 
 
Otra de las dianas de CKIδ es la proteína APC. En este caso, la fosforilación de 
APC por CKIδ favorece la afinidad de APC por β-catenina a nivel nuclear (Sierra et al, 
2006). En este trabajo se observó que este hecho beneficiaba la disociación de β-
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catenina de coactivadores transcripcionales y su unión a los correspondientes 
represores. 
 
Es evidente que existe un papel dual en cuanto a CKI respecto a su función en la 
regulación de la vía WNT, ya señalado por Amit el al, (2002). CKI regularía 
negativamente la vía gracias a su capacidad de unión a axina, favoreciendo la 
fosforilación y degradación de β-catenina. Tras la estimulación con algún ligando WNT, 
CKI favorecería la estabilidad de β-catenina. Nuestros resultados indican que CSNK1D 
se expresa a menor nivel en tumores MSI-L/MSS que en tumores MSI-H y, dada su 
dualidad de funciones, estos datos podrían ser indicativos de una función de CKI como 
regulador negativo de la vía WNT. La pérdida de expresión de dicho gen en tumores 
estables favorecería la estabilidad de β-catenina, activándose la cascada WNT. No 
obstante, es a su vez destacable su papel de regulador positivo en la vía, fosforilando a 
LRP6 y DVL.  
 
1.2 Isoforma β de la subunidad A de la fosfatasa PP2A 
 
El gen PPP2R1B corresponde a la isoforma β de la subunidad A de la fosfatasa 
PP2A. Esta fosfatasa existe en dos formas, como núcleo catalítico, comprendido como 
la estructura formada por la subunidad catalítica C y la subunidad reguladora A, y 
como holoenzima, que cuenta además con la subunidad B, también reguladora. Cada 
subunidad cuenta con diferentes isoformas. La subunidad A se expresa como dos 
isoformas, α y β. (Arroyo and Hahn 2005; Zhou et al, 2003), siendo la isoforma α más 
abundante que la β (Hemmings et al, 1990). Se cree que la isoforma β podría estar 
relacionada con la organogénesis, puesto que se detecta mayor expresión en los 
oocitos de Xenopus (Hendrix et al, 1993). Por otro lado, se ha encontrado mayor 
expresión de esta subunidad en líneas celulares tumorales que en células normales 
(Zhou et al, 2003). En nuestros análisis detectamos una menor expresión de la 
subunidad β de la isoforma A en tumores estables o con baja inestabilidad en 




En líneas generales se ha venido considerando a la enzima PP2A como 
supresora de tumores. El descubrimiento de que su inhibición, como resultado de la 
presencia del antígeno T, es esencial a la hora de transformar células humanas en 
cultivo fue determinante para tal consideración (Chen et al, 2004; Pallas et al, 1990). 
También se considera su actividad supresora de tumores en cuanto que su inactividad 
provocaría que P-AKT se acumulase en el núcleo inhibiendo la expresión de factores 
proapoptóticos como FOXO (Trotman et al, 2006). Sin embargo, también se han 
descrito holoenzimas que no actúan como tal, y además hay que tener en cuenta que 
la desregulación de uno solo de los complejos puede no ser suficiente para que se 
desencadene tumorogénesis (Eichhorn et al, 2009). Por ejemplo, la subunidad 
PR72/130 de PP2A se une a la proteína IQ-1, lo que promueve la unión β-catenina-CBP, 
que favorece la proliferación en células madre embrionarias de ratón, a expensas de la 
unión β-catenina-p300, que favorecería la diferenciación (Miyabayashi et al, 2007).  
 
La inhibición de PP2A en células HEM provocó la pérdida de más del 50% de E-
cadherina en membrana. De hecho, se ha comprobado que PP2A, E-cadherina y β-
catenina colocalizan en la membrana plasmática. El tratamiento con ácido okadaico, 
inhibidor de PP2A, o el uso de siRNA frente a la subunidad A de PP2A provocó una 
interrupción de la adhesión celular (Takahashi et l, 2006). Esto fue debido a que dichos 
tratamientos disminuían la presencia de IQGAP1, proteína que media la adhesión 
célula-célula cuando es reclutada por E-cadherina.   
 
La función de la fosfatasa PP2A en la regulación de la vía WNT no encuentra 
una definición concreta. Janssens y Goris, en su revisión, la sitúan hasta en un total de 
tres sitios diferentes con funciones opuestas según la señal de estimulación: en 
membrana, donde mantiene el complejo E-cadherina/β-catenina; en el complejo de 
degradación donde, si está presente la subunidad B’/PR61, permanece inactiva o si no 
está, PP2A se activa pudiendo defosforilar a axina, APC e incluso a β-catenina; y por 
último se cree que actúa en el proceso de traslocación nuclear y actividad 




Algunos autores clasifican a PP2A como regulador negativo de la vía. Así, se ha 
visto que la actividad de esta enzima consistiría en defosforilar GSK3β, favoreciendo la 
actividad de la quinasa, mientras que además sería capaz de unirse con DVL2, cuya 
unión, hipotetizan los autores, podría atenuar la actividad de PP2A. En este trabajo 
afirman que la inhibición de PP2A mimetiza el efecto que provoca la estimulación con 
WNT3a en la línea celular embrionaria de teratocarcinoma de ratón, F9 (Yokoyama and 
Malbon, 2007). Otros trabajos corroboran la capacidad de PP2A de defosforilar en Ser9 
a GSK3β, activándola (Lee et al, 2005). Li et al, concuerdan con el papel de regulador 
negativo de la vía al observar que la expresión de las subunidades B56α, A o C, es 
suficiente para inhibir la actividad WNT ectópica. De hecho, observan una reducción de 
los niveles de β-catenina, debido a que PP2A es capaz de activar el complejo de 
degradación, por activación de GSK3β (Li et al, 2001). En este mismo trabajo, los 
autores comprueban que PP2A es un componente más del complejo de degradación al 
conseguir la coinmunoprecipitación de las tres subunidades con axina. De hecho el 
dominio C-terminal de axina se une a la subunidad catalítica de PP2A, dominio por el 
cual PP2A es capaz de unirse a sí misma (Hsu et al, 1999). Gao et al, demuestran 
también que la inhibición de CKIε mantiene la asociación de PP2A-C y PP2A-A al 
complejo de degradación de β-catenina (Gao et al, 2002). Otra de las subunidades 
reguladoras, PR61β, no es capaz de inhibir la defosforilación que ejercería PP2A sobre 
axina y que perjudicaría la estabilidad de la proteína de anclaje. Por otro lado, PP2A-
Pr61β reduce la activación de TCF-4, aunque de forma independiente a la estabilidad 
de β-catenina (Yamamoto et al, 2001).  
 
Sin embargo, también son numerosos los trabajos que detallan el papel como 
regulador positivo sobre la vía WNT de PP2A. Ratcliffe et al, muestran en sus 
experimentos que la subunidad catalítica de PP2A actúa potenciando la señal WNT al 
cooperar con Dsh en embriones tempranos de rana y al favorecer la actividad de un 
reporter con el gen de luciferasa en embriones de Xenopus. Sin embargo, la expresión 
de la subunidad PP2A-B’ε actúa como regulador negativo de la vía (Ratcliffe et al, 
2000). La presencia de PP2A en el complejo de degradación se ha relacionado con la 
defosforilación de APC (Ikeda et al, 2000). No obstante, dicho evento no tiene una 
consecuencia clara, aunque se ha relacionado con una menor afinidad de APC por β-
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catenina (Rubinfeld et al, 1996). En otro trabajo, la inhibición global de la fosfatasa por 
acción de la aspirina, redujo la expresión de c-myc y ciclina D1, dos de las dianas de la 
vía WNT, además de observar un descenso en la reserva citoplasmática de β-catenina 
(Bos et al, 2006), lo que sitúa a PP2A como potenciador de la vía WNT. 
 
En general, la función de la fosfatasa PP2A suele estar influenciada por la 
isoforma que la compone. La isoforma β de la subunidad A, que es el objetivo de 
nuestro trabajo, está codificada en la región cromosómica 11q23. En esta región se 
han descrito pérdidas de heterozigosidad (LOH, Loss of Heterozygosity) en tumores de 
colon y de pulmón y en líneas tumorales de pulmón (Wang et al, 1999; Wang et al, 
1998). En otros tumores como son cáncer de cérvix (Pulido et al, 2000) y de ovario (Wu 
et al, 1999), se descarta la presencia de LOH en lo que respecta a la región que codifica 
para PPP2R1B. Por otro lado, también se han detectado mutaciones en el gen PPP2R1B 
en tumores de mama, pulmón y melanoma (Calin et al, 2000). Concretamente, las 
mutaciones a nivel de la repetición número 13 de HEAT suponen una deficiencia de la 
unión de esta subunidad con la subunidad catalítica (Takagi et al, 2000). Estos 
resultados apoyarían una función inhibitoria de la fosfatasa en la tumorogénesis. 
 
Nuestros resultados muestran unos niveles de PPP2R1B en tumores 
colorrectales MSI-H similares al conjunto de muestras no tumorales, mientras que los 
niveles descienden en el caso de tumores MSI-L/MSS. Dada la complicada definición en 
cuanto a la actividad fosfatasa de PP2A en lo referente a la vía WNT, nuestros 
resultados in vivo estarían en concordancia con aquellos de la bibliografía en los que se 
describen pérdidas de expresión de PPP2R1B como signo de tumorogénesis (Calin et 
al, 2000; Takagi et al, 2000; Wang et al, 1998; Wang et al, 1999). Además, a nivel in 
vitro existe en la bibliografía una secuencia de trabajos que mostrarían a PP2A como 
regulador negativo de la vía. Con esto, nuestros niveles de expresión en cánceres 
colorrectales ayudarían a explicar una mayor activación de la vía WNT en los tumores 
con peor pronóstico. Por el contrario, los resultados obtenidos con la inhibición de 
PPP2R1B mediante la técnica de shRNA y la posterior detección de activación de la vía 
mediante un reporter TCF, implicarían a PP2A como un regulador positivo. Así, la 
pérdida de expresión en los tumores con peor pronóstico, no ayudaría a revelar este 
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hecho. Si bien, es cierto que PP2A no solo actúa a nivel de la vía WNT. Se han citado ya 
trabajos que manifiestan la importancia de PP2A en adhesión (Suzuki and Takahashi 
2006; Takahashi et al, 2006) y regulación del ciclo celular (Miyabayashi et al, 2007; 
Trotman et al, 2006; Chen et al, 2004; Pallas et al, 1990), donde quizá ejerza su papel 
supresor de tumores, en beneficio de los cánceres colorrectales que sí mantienen la 
expresión de esta subunidad y que confieren clínicamente un mejor pronóstico. Es 
más, en un trabajo de reciente publicación, se afirma que la falta de PPP2R1B permite 
el incremento en la proliferación de células HEK-TER (células humanas HEK que 
expresan hTERT, HRAS y el antígeno T grande) y facilita las mismas formen tumores 
(Sablina et al, 2007). El mecanismo se debe a que PP2A-Aβ es el responsable de 
defosforilar a RalA, proteína G pequeña relacionada con transformación celular y 
progresión tumorogéncia, que quedaría inactiva.  
 
1.3 Transducin-like enhancer of Split 3 
 
TLE3 o Transducin-like enhancer of split es una proteína relacionada con la 
regulación de la transcripción génica de las dianas de la vía WNT. Se conocen tres 
proteínas humanas TLE1, TLE2 y TLE3. Cavallo et al, demostraron que dTcf (Drosophila 
Tcf) actuaba como represor o activador en función de la presencia de Armadillo 
(homólogo de β-catenina en Drosophila). Así, la presencia de Armadillo favorecía la 
actuación como activador trascripcional de dTcf. Por el contrario, era la presencia de 
Groucho (homólogo de TLE en Drosophila) la que determina que dTcf actúe como 
represor transcripcional (Cavallo et al, 1998). De este modo, en un trabajo posterior, se 
probó que en ausencia de señal WNT, Lef-1 permanecía unido al dominio Q de TLE1. La 
presencia de β-catenina provocó el desplazamiento de TLE1, puesto que ambas 
proteínas comparten sitio de unión en Lef-1 (Daniels and Weis, 2005). En nuestra 
población de cánceres colorrectales MSI-H detectamos unos niveles de expresión de 
TLE3 similares al grupo de muestras normales, siendo estos tumores más bajos en 
tumores MSI-L/MSS. 
 
El mecanismo de acción del complejo formado por las proteínas Groucho/TLE 
se basa en la polimerización de dichas proteínas junto con su unión a los cofactores 
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TCF/Lef-1. El complejo formado recluta factores modificadores de la cromatina, como 
la histona desacetilasa Rpd3, que libera residuos acetilo, reprimiendo la transcripción 
(Chen and Courey, 2000). El reclutamiento de histonas desacetilasas es un evento 
esencial para la capacidad de represión de Groucho/TLE (Arce et al, 2009). A 
continuación, un incremento en la presencia de β-catenina, por activación de la vía, 
desplazaría a TLE de su sitio de unión a TCF/Lef-1.  En este punto se ha implicado la 
actuación de APC como proteína clave que permite la disociación de β-catenina de los 
coactivadores de la transcripción y su posterior unión a correpresores como TLE (Sierra 
et al, 2006). La misma APC funcionaría como chaperona de β-catenina (Sierra et al, 
2006). Sin embargo, el modelo no está del todo aclarado. A partir de la bibliografía, 
podría ser válida la hipótesis de que el incremento inicial de β-catenina nuclear 
desplazase su unión de TLE para su posterior anclaje a TCF/Lef-1, si bien actuaría APC 
como agente inhibidor de la señal. No obstante, las variaciones en los niveles de TLE 
nucleares afectan a la actividad de β-catenina en un ensayo llevado a cabo mediante el 
reporter TOPFlash sobre líneas celulares de cáncer de colon. La mayor cantidad de TLE 
propició el mayor descenso en la actividad TOPFlash detectada (Arce et al, 2009). 
 
En cuanto a su expresión, nuestros resultados apuntan a una mayor expresión, 
semejante al tejido normal, en tumores con alta inestabilidad en microsatélites frente 
a tumores colorrectales MSI-L/MSS. La pérdida de expresión de este gen, implicado en 
la regulación negativa de la vía WNT en los tumores de peor pronóstico, podría estar 
indicando una mayor activación de esta vía proliferativa en los tumores estables para 
microsatélites. Además, encontramos una significación estadística (P = 0,027) en 
cuanto a la expresión de TLE3 en tumores colorrectales MSI-L/MSS con tamaño T3. 
Estos tumores de mayor tamaño, expresan menos este gen. Sin embargo, no existen 
muchos datos de expresión de este gen en la bibliografía. En tumores colorrectales se 
detectó expresión de las proteínas TLE junto con Notch1 (señalización Notch), no 
siendo así en el correspondiente tejido normal (Zagouras et al, 1995). Dado que la 
señal Notch permanece activa en células proliferativas no diferenciadas, estos autores 
explican que dichas células tumorales intentan mantener un estado indiferenciado al 
expresar Notch y TLE. Sin embargo, no fueron capaces de detectar la expresión 
concomitante de TLE en células de tumores pulmonares. En otro trabajo se detectó 
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sobre-expresión de una isoforma de TLE3 en tumores de próstata (Nakaya et al, 2007). 
Las isoformas que detectan en este trabajo provienen de procesamientos alternativos 
del gen que generan un codon de parada que da a lugar a una proteína truncada. Estas 
proteínas pueden funcionar como reguladores negativos de la función normal de TLE. 
 
1.4 F-box and WD repeat domain containing 4 
 
FBXW4 (F-box and WD repeat domain containing 4) es un miembro de la familia 
de proteínas con secuencias F-box y repeticiones WD-40. Se le conoce también por 
otros nombres, entre ellos SHFM3. Split-hand/foot malformation (SHFM) o 
ectrodactilia es una enfermedad caracterizada por deformaciones en las extremidades, 
generándose ausencia de partes o dedos completos. El gen FBXW4 o SHFM3 es uno de 
los afectados en esta enfermedad (Everman et al, 2006). En concreto, sufre 
reorganizaciones genómicas consecuencia de las duplicaciones detectadas en el locus 
de este gen (de Mollerat et al, 2003; Everman et al, 2006). Dichas duplicaciones son 
dianas de NAHR (NonAllelic Homologous Recombination) que, cuando ocurren dentro 
de la propia cromátida donde se localiza el gen, generan deleciones (Osborne, 2008). 
Tampoco se han encontrado en los pacientes secuencias Alu que pudiesen apoyar la 
teoría de una recombinación homóloga (de Mollerat et al, 2003). Sin embargo, 
recientemente se ha visto que en el modelo murino para la dactilaplasia en el que se 
ve afectado el gen SHFM3 no existe relación entre el ARNm de dicho gen y la expresión 
del fenotipo de la enfermedad. De hecho, en este modelo el gen posee dos 
retrotransposones Dac1J y Dac2J. El segundo de ellos provoca disminución del ARNm 
de SHFM3, que es independiente de la falta del fenotipo de la dactilaplasia (Kano et al, 
2007). Los datos obtenidos a partir la población de tumores colorrectales estudiados 
en esta Tesis, indican una menor expresión de FBXW4 en tumores MSI-L/MSS frente a 
los tumores MSI-H. 
 
La bibliografía que se dispone de este gen no es muy extensa. A nivel génico, se 
localiza en el cromosoma 10q24 y se compone de 9 exones que varían en su tamaño. El 
gen completo ocupa 85 kb  y posee un SNP (Single Nucleotide Polimorphism), aunque 
sin aparente implicación fenotípica. La proteína se compone de 412 aminoácidos, 
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entre los que se cuenta un dominio F-box próximo al dominio N-terminal y cuatro 
repeticiones WD40. El gen posee, además, siete repeticiones del trinucleótido AGG en 
el extremo 5’ de la secuencia. También se ha identificado un pseudogen localizado en 
el cromosoma 22. (Ianakiev et al, 1999). Las proteínas codificadas, por la presencia del 
dominio F-box, están relacionadas con la degradación de proteínas de forma ubiquitin-
dependiente, entre ellas, β-catenina. Recientemente se ha descrito que la disminución 
de ARN mensajero de FBXW7, otro gen de la familia, en muestras humanas de cáncer 
colorrectal se correlaciona con un incremento de la expresión de c-myc y de ciclina E 
(Iwatsuki et al, 2009). Además los pacientes con alta expresión de FBXW7 presentaban 
un peor pronóstico. FBXW7 ya había sido descrito previamente como un gen supresor 
de tumores, apareciendo mutado en una amplia variedad de tumores humanos, entre 
ellos el cáncer de colon (9% de los casos de este tipo tumoral presentaban 
mutaciones). Dichas mutaciones aparecían distribuidas en las regiones codificantes del 
gen, entre ellas las zonas de  repeticiones  de F-box y WD-40 (Akhoondi et al, 2007). 
 
En nuestra población de tumores estables para microsatélites, el gen FBXW4 
aparece regulado a la baja en comparación con tumores MSI-H. Este hecho podría 
reflejar una mayor tasa de degradación de β-catenina en tumores con alta 
inestabilidad en microsatélites, que daría lugar a una baja cantidad de β-catenina 
disponible para translocarse al núcleo y activar la vía. Por tanto, los tumores MSI-
L/MSS tendrían mayor tasa de β-catenina disponible para pasar al núcleo y activar la 
transcripción génica consecuente con la activación WNT. Este hecho estaría de 
acuerdo con lo publicado por Iwatsuki et al, (2009) para FBXW7. Nuestro posterior 
ensayo in vitro sobre las células RKO corrobora esta hipótesis, dado que, al disminuir la 
expresión de dicho gen, conseguimos una sobreactivación de la vía en comparación 
con las células control (células que poseían el plásmido sin el correspondiente shRNA 
para FBXW4). Es decir, la inhibición de FBXW4 en las células RKO produjo un 
incremento de la señal WNT probablemente debido a una mayor disponibilidad de β-
catenina para su translocación nuclear. Paralelamente, explicaría una mayor activación 
de la cascada en pacientes con cáncer colorrectal con menores niveles de FBXW4, 




1.5 Dishevelled 2 
 
DVL2 o Dishevelled-2 es otro de los genes que mostró diferencias significativas 
entre los dos grupos de tumores colorrectales estudiados en esta Tesis. Su expresión 
se ha relacionado principalmente con la activación de la señal WNT. Los datos de 
expresión en la población de tumores analizada indican una mayor expresión de DVL2 
en tumores MSI-H en comparación con tumores MSI-L/MSS. Dvl es capaz de unirse al 
receptor Fz a través de su dominio PDZ (Wong et al, 2003) y a axina (Li et al, 1999). Por 
un mecanismo todavía no comprendido en su totalidad, se cree que este hecho ayuda 
a la desestabilización del complejo de degradación y, con ello, a la activación de la 
señal. De hecho, el extremo C-terminal miristoilado de DVL es capaz de reclutar axina a 
la membrana (Cong et al, 2003). Estudios posteriores corroboran que DVL2 colocaliza 
con axina, a la que se une a través del dominio DIX. Por otro lado, el dominio DEP es 
esencial para que DVL2 pueda activar la señal de la vía (Schwarz-Romond et al, 2007). 
Es más, la coexpresión de DVL y CKIε estimula la cascada de forma sinérgica (Schwarz-
Romond et al, 2007; Cong et al, 2003). 
 
No obstante, DVL podría ser prescindible a la hora de activar la señal WNT. Se 
ha comprobado que estimulaciones con Wnt3a, a baja concentración y tiempos cortos, 
estimularían la cascada de forma DVL y CKIδ/ε independiente. Así mismo, altas 
concentraciones del ligando a tiempos más extensos, sí activarían el complejo DVL - 
CKIδ/ε (Bryja et al, 2007b). Se asume así que, en este caso, se daría la oligomerización 
LRP5/6 con Fz, que reclutaría a DVL, transduciéndose así la señal (Bryja et al, 2007b; 
Cong et al, 2003). 
 
Por otro lado, DVL se ha relacionado con las vías no canónicas de Wnt como 
punto en el que divergen las diferentes cascadas (Yan et al, 2001). La interacción de 
DVL1 y DVL2 fosforilados con β-arrestina 1 supone un punto de regulación sobre las 
proteínas DVL (Chen et al, 2001). β-Arrestina 1 es una proteína relacionada con la 
desensibilización e internalización de GPCR (G-Protein Coupled Receptor). La expresión 
conjunta de β-arrestina 1 y DVL2 potencia la actividad LEF (Chen et al, 2001). En un 
trabajo posterior (Chen et al, 2003) se corrobora que el complejo β-arrestina 2, DVL2 y 
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Fz4, en presencia del estímulo Wnt5a, inicia la internalización del receptor. La 
internalización del receptor normalmente se relaciona con una terminación de la señal 
a largo plazo; sin embargo, existen evidencias de que la endocitosis de las proteínas 
WNT junto con los receptores, sirve para promover la propia señalización, al menos en 
primera instancia. La inhibición de expresión de clatrina tuvo como respuesta un 
descenso en la actividad en el ensayo TOPFLASH en células de ratón (Blitzer and Nusse 
2006). Sin embargo, también se ha descrito que DVL pierde su expresión en respuesta 
a la inhibición de la endocitosis de los receptores FZ, inhibiéndose de esta forma la 
señal WNT. Por otro lado, dicha señal también se inhibe, cuando la maquinaria 
endocítica está en funcionamiento, pero no está presente DVL, por un incremento en 
su degradación (Bryja et al, 2007a). Es decir, DVL sería un elemento fundamental en la 
regulación de la señal.   
 
Los niveles de ARNm obtenidos en los tumores investigados en nuestro estudio, 
muestran niveles de expresión similares a los detectados en tejido de colon control en 
tumores MSI-H, y pérdida de expresión en tumores MSI-L/MSS. El papel más 
ampliamente descrito para DVL es el de regulador positivo de la cascada WNT, aunque 
existen funciones, como su implicación en la internalización del receptor Fz, que 
podrían llevar a hipotetizar con una función negativa en cuanto a la regulación de la 
señal. La pérdida de DVL2, por tanto, no explicaría el pronóstico más desfavorable 
observado en los pacientes que desarrollan tumores colorrectales estables para 
microsatélites. De hecho, nuestros experimentos in vitro indican que DVL2 actúa como 
un regulador positivo de la señal WNT. El silenciamiento de DVL2  en la línea celular 
RKO, con posterior estimulación de la vía mediante WNT3a humana recombinante, 
originó un descenso de la señal esperada. Así este resultado estaría en concordancia 
con los expuestos por Bryja et al, que demuestran que DVL2 ejerce una regulación 
positiva en la cascada de señalización cuando se trabaja a tiempos largos y 
concentraciones elevadas de estímulo (Bryja et al, 2007b). Sin embargo, también se ha 
observado que la pérdida o sobre-expresión de DVL2 influye en menor medida en la 
respuesta Wnt/TCF, en comparación con cambios en los otros dos componentes de la 
familia DVL1 y DVL3 (Lee et al, 2008). No obstante, se ha descrito a DVL2 como objeto 
de un mecanismo de retroalimentación negativa en respuesta a una mayor activación 
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de la vía WNT por inhibición de la endocitosis de los receptores Fz (Bryja et al, 2007a). 
Es por ello, que nuestros tumores MSI-L/MSS que parecen tener una mayor activación 
de la vía, estén desarrollando este mecanismo de regulación negativa sobre DVL2, 
silenciando su expresión. Por otro lado, nuestros resultados también indican que la 
expresión de DVL2 es mayor en tumores colorrectales MSI-L/MSS de tamaño T3 (P = 
0,056), lo que atendiendo a su función como regulador de la vía, estaría favoreciendo 
la activación WNT en estos tumores de mayor tamaño. 
 
1.6 Kremen 2 
 
Kremen 2 (Krm2) es una proteína transmembrana de la misma familia que 
Kremen1. En nuestros resultados, Kremen 2 muestra una regulación a la baja en 
tumores MSI-L/MSS en comparación con tumores MSI-H. Los ligandos que se han 
descrito para estas proteínas transmembrana son las proteínas Dkk (Dickkopf), de las 
que se conocen cuatro representantes: Dkk1, Dkk2, Dkk3 y Dkk4. Dkk1 y Dkk2 son 
capaces de unirse a Krm2 y Krm1, produciéndose dicha unión de forma directa (Mao et 
al, 2002). También se ha comprobado que Dkk3 no se une a Krm2 (Mao and Niehrs, 
2003). Su función en la regulación de la vía WNT se focaliza a nivel del correceptor 
LRP6, al que se ha demostrado que es capaz de unirse (Hassler et al, 2007). En un 
principio, se consideró que su papel era de regulador negativo de la activación de la 
cascada. Su expresión en células humanas de riñón 293T no provoca la inhibición de la 
respuesta al ensayo TOPFLASH, únicamente cuando se expresa de forma concomitante 
a Dkk1 (Dickkopf 1). No obstante, la inhibición de Krm2 y Krm1 demuestra que  son 
necesarios para la inhibición en dicho ensayo TOPFLASH (Mao et al, 2002). En este 
trabajo, los autores muestran que, por sí sola, la expresión de Krm2 no provoca ningún 
efecto. De hecho, la expresión de LRP6 y Dkk2 en células 293T induce respuesta en el 
ensayo TOPFLASH, inhibiéndose únicamente en presencia de Krm2 (Mao and Niehrs, 
2003). También se ha observado que la co-expresión de Krm2/Dkk1/Wnt8/LRP6 en 
Xenopus inhibe la señal WNT. Sin embargo, en la misma situación en ausencia de 
Krm2, Dkk1 no es capaz de reproducir el mismo efecto inhibitorio. Por tanto, Krm2 
sería el factor limitante para conseguir el efecto inhibitorio (Davidson et al, 2002). Se 
sabe, además, que la formación del complejo Dkk1, Krm2 y LRP6 provoca la 
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internalización del mismo en vesículas, lo cual podría provocar una degradación del 
receptor (Mao et al, 2002). El hecho de que además LRP5/6 sean capaces de unirse a 
axina, expone la posibilidad de que la internalización afectase también a ésta última y, 
con ello, favoreciese la inestabilidad del complejo de degradación de -catenina 
(Rothbächer and Lemaire, 2002).  
 
Existen trabajos, sin embargo, en los que se demuestra un papel dual para 
Krm2. Así, transfecciones de XKrm1 y XKrm2 con LRP6 en Xenopus, sin la presencia de 
Dkk1, estimulan la señalización WNT (Hassler et al, 2007). Por tanto, los Krms, en 
ausencia de Dkk, serían capaces de activar la vía a través de la señalización por LRP6. A 
su vez, en ese mismo trabajo, transfecciones de WNT/Fz o WNT/Fz/LRP6 con Krm1/2 
en la línea celular HEK293T, no afectaron a la señalización WNT. Ante estos resultados, 
los autores del estudio concluyen que la regulación de las proteínas Krms depende del 
entorno celular. El mecanismo de actuación que proponen es que, dada la capacidad 
de unión de Krm2 a LRP6, promueve su localización en la membrana celular, actuando 
Krm2 como una chaperona para LRP6 (Hassler et al, 2007). La presencia de Dkk1 
induciría la internalización del complejo (Mao et al, 2002). 
 
Los datos de expresión de Kremen 2 que se derivan del análisis de la población 
de tumores objeto de estudio en esta Tesis, muestran unos mayores niveles del ARNm 
en tumores MSI-H frente a tumores MSI-L/MSS, con diferencias estadísticamente 
significativas. Atendiendo a los datos de la bibliografía y, considerando la función como 
regulador negativo de Kremen 2 en la vía, el descenso de expresión de dicho gen 
podría explicar una mayor señal de activación en los tumores estables para 
microsatélites. La otra proteína de la  familia, Kremen 1, ha sido descrita como 
supresora de la vía WNT en líneas celulares diferenciadas (Nakamura et al, 2007). En 
este trabajo, se plantea que la pérdida de expresión de Krm proveería a las células de 
un mecanismo para escapar al cribado de activación que constituye la asociación Dkk-
Krm, adquirendo dichas células una activación de la cascada WNT constitutiva. Dkk2 en 
presencia de LRP6, actúa como activador de la señal (Mao and Niehrs, 2003). Aunque 
Dkk2 puede actuar como activador de la vía en Xenopus, también puede actuar como 
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inhibidor en las células HEK293T (Wu et al, 2000). De hecho, Kremen 2 actúa como 
factor diferencial que induce activación o inhibición de la señal. 
 
1.7 WNT Inhibitor Factor 1 
 
WIF1 (WNT Inhibitor Factor 1) también mostró diferencias significativas de 
expresión entre los tumores colorrectales MSI-H y MSI-L/MSS que se investigan. 
Representa un tipo de inhibidor extracelular de la vía con capacidad de unión directa a 
las proteínas WNT de forma no covalente. La sobre-expresión de la proteína humana 
WIF1 en Xenopus produce un fenotipo similar al que se genera con el dominante 
negativo de X-WNT-8 (Hsieh et al, 1999). Por otro lado, la pérdida de expresión en la 
línea celular tumoral de vejiga T24 induce niveles altos de ciclina D1 y c-myc (Urakami 
et al, 2006). En líneas generales, este gen aparece regulado a la baja en tipos 
tumorales como próstata, mama, pulmón, vejiga y colon, así como en líneas celulares 
de cáncer de colon, pulmón, vejiga (Urakami et al, 2006; He et al, 2005; Taniguchi et al, 
2005; Mazieres et al, 2004; Wissman et al, 2003). En todos los casos se encontró 
correspondencia entre esta baja expresión y altos niveles de hipermetilación del 
promotor. De hecho, el promotor tiene un alto porcentaje de secuencias CG (Reguart 
et al, 2004) con 105 islas CpG (Mazieres et al, 2004). Además de su regulación por 
hipermetilación del promotor, parece ser que WIF1 está relacionado con los niveles 
citosólicos de β-catenina, por lo que la propia vía WNT podría controlar su expresión 
(Reguart et al, 2004).  
 
Los datos encontrados en nuestra población tumoral, muestran mayores 
niveles de expresión en cánceres colorrectales estables para microsatélites. El hecho 
de que los tumores MSI-L/MSS tengan mayor cantidad de ARNm del inhibidor WIF1 no 
explicaría una mayor activación de la vía en estos tumores, sino lo contrario. No 
obstante, y teniendo en cuenta las diferentes aberraciones que pueden detectarse en 
los distintos puntos de la vía WNT respecto al orden en la cascada de activación, 
mayores niveles de WIF1 en los tumores que, en principio, confieren peor pronóstico 
podrían entenderse como un mecanismo de retroalimentación negativo de la propia 
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vía, principalmente todo cuando WIF1 está regulado a su vez por la vía WNT (Reguart 
et al, 2004). 
 
2. EXPRESIÓN DIFERENCIAL DE GENES RELACIONADOS CON MOLÉCULAS 
DE ADHESIÓN CELULAR Y MATRIZ EXTRACELULAR EN TUMORES 
COLORRECTALES MSI-H Y MSI-L/MSS 
 
El estudio relativo a moléculas relacionadas con adhesión celular y matriz 
extracelular llevado a cabo en esta Tesis, reveló diferencias significativas en cánceres 
colorrectaltes esporádicos con y sin inestabilidad en microsatélites, en los niveles de 
expresión génica de sarcoglicano ε y de la metaloproteasa 7. 
 
2.1 Sarcoglicano ε 
 
SGCE es la isoforma ε de la familia de los sarcoglicanos. Las mutaciones en este 
gen se han relacionado principalmente con el síndrome de la mioclonía-distonía, una 
enfermedad hereditaria que provoca alteraciones en los movimientos (Nardocci et al, 
2008). Los niveles de ARNm para SGCE que encontramos en nuestra población tumoral 
muestran una expresión menor en tumores MSI-H frente a tumores MSI-L/MSS. Sin 
embargo, su relación con cáncer no está muy estudiada. Existe un trabajo en el que se 
analiza la expresión de este gen en hepatocarcinoma humano (Dong et al, 2009). En 
dicho ensayo, se observa una mayor expresión de SGCE en tumores frente a las 
muestras no tumorales hepáticas. También se ha observado que SGCE muestra una 
elevada expresión en células B en pacientes con leucemia linfocítica crónica (Kainz et 
al, 2007). SGCE se expresa, asimismo, junto con el resto del complejo sarcoglicano en 
células del músculo liso (Straub et al, 1999).  
 
Nuestros resultados en tumores colorrectales con y sin inestabilidad en 
microsatélites, muestran mayor expresión de SGCE en tumores MSI-L/MSS. Dado que 
los estudios publicados hasta la fecha son meramente descriptivos, y ninguno 
especifica la función que desempeñaría SGCE en el desarrollo del tumor, es difícil 
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afirmar una conclusión frente a este resultado. SGCE podría ser un marcador tumoral 
sin más implicación funcional. En cualquier caso, serían necesarios más estudios.  
 
2.2 Metaloproteasa de matriz extracelular 7 
 
MMP-7 (Matrix MetalloProteinase 7) pertenece a la familia de metaloproteasas 
de matriz extacelular. Dichas enzimas están involucradas en multitud de procesos 
fisiológicos de homeostasis de la matriz extracelular, y se ven alteradas en procesos 
patológicos como el cáncer o la artritis. MMP-7 está relacionado con la vía WNT al ser 
uno de los genes diana de la misma. Posee una región de unión a TCF-4 en su 
promotor (Brabletz et a, 1999). La enzima se ha encontrado sobre-expresada en 
cánceres colorrectales (Fang et al, 2009; Kirimlioglu et al, 2006; Luo et al, 2005). En 
concreto, se expresa en mayor medida en tumores en estadios avanzados, estadios de 
C y D en cáncer colorrectal, y se ha comprobado su implicación en invasión, metástasis 
hepáticas e infiltración de módulos linfáticos. (Fang et al, 2009; Luo et al, 2005; 
Ougolkov et al, 2002; Brabletz et al, 1999). Se ha detectado, además, una correlación 
positiva entre la presencia de β-catenina y MMP-7 en el frente invasivo de tumores de 
colon (Ougolkov et al, 2002). 
 
Los resultados obtenidos a partir de nuestra población de tumores concuerdan 
con la bibliografía previa, en términos de elevada expresión en cánceres colorrectales. 
En primer lugar, la diferencia significativa de expresión de MMP-7 entre los estadios A 
y D en los tumores estables para microsatélites, confirma los datos recogidos en 
trabajos anteriores en relación a la mayor expresión de esta metaloproteasa en 
estadios avanzados. Además, también hemos podido corroborar una mayor cantidad 
de ARNm de MMP-7 en tumores MSS/MSI-L, en relación con metástasis. (Fang et al, 
2009; Luo et al, 2005; Ougolkov et al.) 
 
Nuestros datos muestran, además, una mayor expresión de MMP-7 en tumores 
estables para microsatélites en comparación con aquellos en los que se detecta alta 
inestabilidad. Este hecho vendría a corroborar los datos obtenidos por nuestro grupo, 
que demuestran que ciclina D1, otro de los genes diana de la vía WNT, aparece sobre-
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expresado en tumores MSI-L/MSS (Ortega et al, 2008). La diferencia de expresión de 
MMP-7 entre los dos tipos tumorales objeto de estudio no viene dada por afectación 
del promotor, al menos en lo que respecta a las secuencias microsatélite descritas en 
el mismo. Los resultados del estudio de secuenciación de las repeticiones 
mononucleotídicas A7 y A9 del promotor, no mostraron alteración alguna en las 
muestras MSI-H investigadas. Así, nuestros resultados también indican cómo la 
expresión de MMP-7 está relacionada con el estadio avanzados de Dukes D (P = 0,042) 
y con la presencia de metástasis a distancia (P = 0,047). Se ha observado en epitelios 
dañados por diferentes enfermedades pulmonares, que MMP-7 media la ruptura del 
ectodominio de E-cadherina (McGuire et al, 2003). Estos autores, además, proponen 
que esa ruptura de E-cadherina provocaría un incremento en los niveles de β-catenina, 
que podría pasar al núcleo y alterar la expresión génica. Publicaciones de nuestro 
grupo confirman dicha suposición, dado que hemos podido observar un mayor 
truncamiento de E-cadherina en tumores MSS/MSI-L acompañado de un incremento 
significativo de β-catenina nuclear (Ortega et al, 2008). En concordancia con este 
resultado, se ha publicado también que MMP-7 es capaz de degradar VE-cadherina en 
células endoteliales umbilicales humanas (Ichikawa et al, 2006). Este hecho, además, 
incrementó la cantidad de β-catenina nuclear y la expresión de COX-2, cuyo promotor 















Las conclusiones principales de esta Tesis son las siguientes: 
 
1. Los tumores colorrectales esporádicos con y sin inestabilidad en 
microsatélites presentan un perfil diferente de expresión in vivo de genes relacionados 
con la vía WNT. Los genes PPP2R1B, CSNK1D, DVL2, FBXW4, TLE3, KREMEN2 poseen 
niveles de expresión en tumores clasificados como MSI-H similares a los detectados en 
tejido control, siendo dicha expresión significativamente menor en tumores MSI-
L/MSS. Por el contrario, el gen WIF1 tiene una expresión menor en los tumores MSI-H 
frente a tumores MSI-L/MSS. 
 
2. Los genes SGCE y MMP-7 presentan una expresión significativamente mayor 
en tumores colorrectales esporádicos MSI-L/MSS frente a tumores MSI-H. La expresión 
incrementada de MMP-7 en cánceres de la vía supresora se relaciona con el estadio 
tumoral, detectándose mayores niveles de expresión en los tumores MSI-L/MSS 
clasificados en el estadio D de Dukes. 
 
3. Los ensayos realizados en relación con el gen FBXW4 y la actividad 
trascripcional de TCF-4 en líneas celulares con inestabilidad en microsatélites, 
confirman el papel del mismo como regulador negativo de la vía. La pérdida de 
expresión de este gen observada in vivo en tumores MSI-L/MSS podría contribuir a 
explicar una mayor activación de la cascada WNT en los cánceres colorrectales de la vía 
supresora. 
 
4. Los ensayos realizados en relación con los genes PPP2R1B y DVL2 y la 
actividad trascripcional de TCF-4 en líneas celulares de cáncer de colon con 
inestabilidad en microsatélites, indican que ambos genes actúan como reguladores 







CONCLUSIÓN FINAL: El estudio de expresión diferencial de la vía WNT y de 
moléculas de adhesión y matriz extracelular en cáncer colorrectal con y sin 
inestabilidad en microsatélites, permite concluir que existe una mayor activación de la 
vía WNT y una mayor expresión del gen diana MMP-7 en tumores estables o con baja 
inestabilidad, con respecto al grupo de alta inestabilidad. Estos datos sugieren una 
menor invasividad de los cánceres con alta inestabilidad, lo cual se correspondería con 
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